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Le suivi thérapeutique pharmacologique des antirétroviraux du VIH est actuellement basé sur le suivi des 
concentrations totales. Des relations entre les concentrations totales des antirétroviraux et leur efficacité ont 
été mises en évidence dans plusieurs études. Cependant, certains échecs virologiques ne sont pas expliqués par 
la concentration totale. Il existe donc un intérêt à rechercher un autre marqueur d’exposition pour expliquer 
ces situations d’échec virologique. 
La concentration libre, non liée aux protéines plasmatiques, est considérée comme la forme 
pharmacologiquement active. Elle est capable de diffuser dans les tissus et de traverser les membranes des 
cellules pour exercer une activité pharmacologique. Le dolutegravir, le darunavir et l’atazanavir sont fortement 
liés (supérieur à 85%) aux protéines plasmatiques. Ainsi, seule une faible proportion de concentration libre est 
disponible pour exercer une activité pharmacodynamique. Il est donc possible qu’une variabilité de la 
concentration libre, non perçue avec la concentration totale, puisse expliquer une différence d’efficacité entre 
des patients présentant des concentrations totales identiques. A ce jour, peu d’études ont explorées la forme 
libre des antirétroviraux, aussi bien d’un point de vue technique que d’un point de vue pharmacocinétique. 
Ainsi, les objectifs de l’étude de la forme libre des trois antirétroviraux ont été construits en quatre étapes 
successives :  
(i) valider une méthode de séparation de la forme libre de la forme liée et une méthode de dosage assurant 
une évaluation fiable des concentrations libres et totales 
(ii) comparer les techniques de dialyse à l’équilibre et d’ultrafiltration, en déterminant les conditions 
analytiques garantissant des résultats comparables entre les deux techniques 
(iii) étudier les caractéristiques des liaisons des antirétroviraux aux protéines plasmatique 
(iv) étudier les relations entre les concentrations libres et totales chez les patients VIH par une méthode de 
pharmacocinétique de population 
Nous avons d’abord exploré les étapes pré-analytiques susceptibles d’interférer sur la liaison antirétroviral-
protéine par dialyse à l’équilibre. Ainsi, nous avons démontré que les liaisons des antirétroviraux aux protéines 
plasmatiques n’étaient pas sensibles aux conditions pré-analytiques (Metsu et al Clinica Chimica Acta 2018). 
Nous avons ensuite établit les conditions d’ultrafiltration assurant des résultats identiques à ceux de la dialyse 
à l’équilibre. Dans cette seconde partie, nous avons pu démontrer que les facteurs d’ultrafiltration peuvent 
considérablement modifier les résultats d’ultrafiltration (Metsu et al soumis dans Scientific Reports). 
Nous avons également exploré les facteurs de variabilité de la liaison protéique (Metsu et al IWCPAT 2017). Ce 
travail a ainsi révélé une sensibilité du dolutegravir aux interactions de compétition sur la liaison protéique 
avec d’autres substances fortement liées à l’albumine. Les liaisons du darunavir et de l’atazanavir n’étaient pas 
impactées par les interactions. A partir de données forme librede la littérature et de variations des 
concentrations en protéines plasmatiques, nous avons proposé des recommandations posologiques pour 
l’atazanavir et le darunavir chez les femmes enceintes (Metsu et al Journal of Antimicrobial Chemotherapy 
2017). 
Des travaux de pharmacocinétique de population, combinant les mesures de concentrations libres et totales 
chez des patients VIH, ont ensuite été menés. Le premier modèle a été construit à partir des données du 
darunavir. Dans ce travail, un IMC élevé s’est révélé être une covariable explicative majeure dans la 
pharmacocinétique du darunavir, en expliquant une variabilité inter-individuelle de la clairance intrinsèque et 
de la constante de dissociation (Metsu et al IWCPAT 2018). A partir de ce modèle et de données de la 
littérature, nous avons montré, avec des simulations de Monte-Carlo que les patients à IMC élevé avaient une 
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Le Dolutegravir (DTG), le Darunavir (DRV) et l’Atazanavir (ATV) sont des antirétroviraux utilisés dans 
les stratégies thérapeutiques du traitement du virus de l’immmunodéficience humaine (VIH)(1,2). Ils 
sont combinés à des inhibiteurs nucléos(t)idiques en trithérapie ou en stratégie d’allègement  
lorsque l’infection est contrôlée(1,2).  
Dans certaines circonstances, comme l’échec virologique, le suivi thérapeutique pharmacologique 
(STP) est recommandé pour déterminer l’origine de l’échec(3). Des seuils d’efficacité ont été établis 
pour les concentrations totales (équivalent à la somme des formes liées et libres) plasmatiques 
minimales(3). Toutefois, des échecs virologiques sont observés chez des patients en dépit de niveaux 
de concentrations totales considérés comme efficaces et identiques à ceux de patients en situation 
de succès virologique(4–7). 
Ainsi, nous nous sommes interrogés sur la pertinence d’un STP basé sur des concentrations totales 
dans ces situations d’échec virologique et l’existence d’un autre marqueur d’exposition pour évaluer 
l’efficacité des trois antirétroviraux.  
Les trois substances sont présentes dans le plasma sous deux formes. L’une liée à des protéines 
plasmatiques, comme l’albumine ou l’alpha-1-glycoprotéine acide (AAG). L’autre forme circulant 
librement dans le plasma. Cette dernière, appelée la forme libre, est considérée comme la forme 
pharmacologiquement active(8). En effet, c’est la forme capable de diffuser dans les tissus et de 
traverser les membranes cellulaires pour exercer une activité pharmacologique. La concentration 
libre représente donc la quantité d’antirétroviral capable de se distribuer dans les tissus, comme les 
sanctuaires anatomiques où se réplique le virus. Ces sanctuaires correspondent par exemple au 
système nerveux central, aux ganglions et aux tissus génitaux et digestifs(9). Le DTG (lié à 99%), le 
DRV (lié à 95%) et l’ATV (lié à >85%) sont des substances fortement liées aux protéines plasmatiques, 
comme l’albumine (DTG) et l’AAG (DRV, ATV)(10–12). Seule une faible quantité de substance est 
donc disponible pour diffuser dans les tissus et exercer l’activité antirétrovirale. Cette 
caractéristique, commune aux trois substances, conduit à l’hypothèse suivante : une variation de la 
concentration libre, imperceptible par la mesure de concentration totale, est susceptible de conduire 






présentant des concentrations totales similaires pourraient ainsi être expliquées par une variabilité 
inter-individuelle de la concentration libre. 
Bien que la forme libre soit pharmacologiquement active, cette dernière est peu explorée dans 
l’étude des relations pharmacocinétique/pharmacodynamique (PK/PD). Ce désintérêt peut 
s’expliquer par la lourdeur de la validation pré-analytique et analytique nécessaire pour mesurer la 
concentration libre(13,14). De fait, peu de données sur la forme libre des trois antirétroviraux sont 
disponibles. Les études ayant exploré la forme libre se sont majoritairement appuyées sur une 
méthode rapide et facilement accessible, l’ultrafiltration (UF)(15). Cette méthode souffre néanmoins 
de défauts techniques, pouvant conduire à une importante variabilité des résultats(13,15). Une autre 
méthode est disponible pour explorer la forme libre, la dialyse à l’équilibre (DE). En évaluant la 
liaison à l’équilibre, avec peu d’interférences analytique (e.g. liaisons non spécifiques), la DE est 
considérée comme la méthode de référence(13). Elle est toutefois délaissée en raison du temps 
nécessaires pour atteindre l’équilibre, considérée comme longue comparée à l’UF (de l’ordre de 
plusieurs heures pour la DE contre quelques minutes pour l’UF)(13). Pour une analyse fiable des 
résultats de forme libre, il est donc préférable de valider la technique d’UF face à la méthode de 
référence, la DE. 
L’interprétation des variations des formes libres et totales est parfois erronée et peut dans certaines 
situations conduire à des adaptations de posologies injustifiées (16). Ainsi, les concentrations libres 
et totales à l’équilibre vont toutes les deux dépendre de la dose administrée et de l’élimination de la 
substance. En revanche, seule la concentration totale va dépendre des paramètres de liaison aux 
protéines plasmatiques, à savoir le nombre de sites de liaison et l’affinité de la liaison(17). Ces deux 
paramètres sont donc susceptibles d’entraîner une variation sur les concentrations totales, sans 
modifier les valeurs de concentrations libres. Dans ce cas, on peut parler d’une « désynchronisation » 
ou d’une divergence de variations entre les formes libres et totales(17). Cette désynchronisation 
peut conduire à une erreur d’interprétation de l’évolution des concentrations totales. Elle pourrait 
également expliquer des échecs virologiques observés en dépit de concentrations totales 
considérées comme efficaces (4–7). 
Nous proposons ainsi dans nos travaux une exploration des formes libres du DTG, du DRV et de l’ATV. 
L’objectif de cette étude est de confirmer une hypothèse pharmacologique, basée sur l’étude de la 






Peu de données décrivant les méthodes permettant d’isoler la forme libre des trois substances 
étaient disponibles. Dans un premier temps, il a donc été nécessaire de développer des méthodes de 
dosage des formes libres et totales pour les trois substances. L’étape analytique achevée, nous avons 
étudié plus spécifiquement la liaison des trois antirétroviraux. Pour finir, nous avons initié des 
travaux de pharmacocinétique de population pour décrire et expliquer les divergences de variations 
entre les formes libres et totales. Ces études de pharmacocinétiques de populations ont également 
servi à prédire des profils de concentrations libres au cours du temps, et expliquer certains échecs 
virologiques. 
Ainsi, pour remplir l’objectif fixé dans nos travaux, nous avons conduit nos travaux en trois étapes 
successives : 
(i) un développement analytique pour isoler la forme libre et mesurer les concentrations libres et 
totales des trois antirétroviraux 
(ii) l’étude de la liaison entre les antirétroviraux et les protéines plasmatiques 
(iii) le développement d’un modèle de pharmacocinétique de population, combinant des mesures de 
concentrations libres et totales. Le modèle construit est capable de décrire une désynchronisation 







VIH, pharmacologie des antirétroviraux et 
forme libre : données bibliographiques. 
Les données bibliographiques regroupent les informations virologiques, thérapeutiques, 
pharmacologiques et méthodologiques nécessaires pour interpréter ou justifier les choix de nos 
travaux. 
Les caractéristiques du VIH et les notions de réservoirs, de compartiments et de sanctuaires sont 
abordées en premier lieu. Le réservoir  viral correspond à une population de lymphocytes TCD4 
quiescents, infectée par le VIH et contenant un provirus, intégré dans le génome de la cellule et, 
ayant conservé la capacité de se répliquer. Les compartiments sont des tissus où se multiplient 
localement les virus, sans échange avec les populations virales d’autres tissus. Enfin, les sanctuaires 
sont des sites anatomiques où l’exposition en forme libre de l’antirétroviral est considérée comme 
suboptimale (e.g. par la présence d’une barrière anatomique). Les sancutaires et les compartiments 
sont souvent des sites anatomiques identiques. Pour la suite du manuscrit, les deux termes seront 
confondus et dénomés compartiments (9,18). Ainsi, les antirétroviraux doivent atteindre ces tissus et 
compartiments pour inhiber la réplication virale. Ainsi, des concentrations insuffisantes 
d’antirétroviraux dans les compartiments peuvent être à l’origine d’échecs virologiques. Pour évaluer 
l’efficacité des traitements, les concentrations des antirétroviraux dans les compartiments sont 
comparées à des concentrations inhibitrices obtenues in vitro (19).  
Les stratégies thérapeutiques et l’épidémiologie de l’infection sont ensuite abordées. Ce chapitre 
montre la place des trois antirétroviraux dans les stratégies actuelles (en 2018) d’initiation, de 
renforcement ou d’allègement thérapeutique(1,2). La partie épidémiologique s’intéresse elle aux co-
morbidités et aux co-prescriptions fréquemment observées, liées au vieillissement des patients, et 
susceptibles d’influencer la pharmacocinétique des antirétroviraux. 
Les caractéristiques pharmacocinétiques des trois antirétroviraux sont ensuite détaillées. Ce chapitre 
précise en particulier les profils de diffusion des trois substances dans les tissus et l’étude de la forme 
libre dans certaines sous-populations de patients VIH. Ainsi, chez certaines sous-populations de 
patients, des études ont observés des cas « désynchronisation » entre les formes libres et totales. 
Ces situations peuvent ainsi expliquer les limites du suivi thérapeutique pharmacologique basé 






Les différents aspects d’interprétation et de mesure des formes libres et totales sont ensuite 
abordés. Le détail des relations existant entre les concentrations, libres et totales, et les paramètres 
pharmacocinétiques, comme la clairance ou l’affinité de liaison aux protéines plasmatiques, aide à 
comprendre les situations susceptibles  de conduire à une désynchronisation entre les formes libres 
et totales. Ces cas de désynchronisation pouvant être liés par exemple à des caractéristiques des 
protéines de transport plasmatiques, albumine et alpha-1-glycoprotéines acide. 
La pharmacocinétique de population peut être un outil d’intérêt pour étudier la relation entre les 
formes libres et totales. Les modèles de pharmacocinétiques de populations sont également utiles 
pour prédire des profils de concentrations. Nous abordons dans ce dernier chapitre les 
caractéristiques de la construction d’un modèle, notamment l’approche non paramétrique, utilisée 
dans nos travaux. 
I. Caractéristiques virologiques du VIH 
L’objectif du chapitre est de prendre connaissance des étapes de la réplication virale et sa 
localisation dans l’organisme. Le VIH se multiplie dans des cellules cibles de l’immunité, 
principalement les lymphocytes TCD4+ (LTCD4)(20). Certaines de ces cellules, des LTCD4 mémoires, 
ont la capacité d’entrer dans une phase de quiescence. Les cellules infectées (comprenant un 
provirus capable de se répliquer), lorsqu’elles sont stimulées, peuvent conduire à des réplications 
virales à distance. Lors de cette phase de quiescence cellulaire, les antirétroviraux sont inactifs sur le 
virus, celui-ci ne se répliquant pas(9). Certains de ces LTCD4 mémoires ont la capacité de rester 
quiescents pendant une longue période (mois, années). Même après cette période de quiescence, 
lors de la reprise d’une prolifération cellulaire, les provirus sont toujours capables de se répliquer et 
de produire des virions infectant d’autres cellules cibles. Cette caractéristique du VIH rend 
obligatoire la prise chronique d’un traitement antirétroviral et correspond à la latence du virus. Par 
ailleurs, la réplication virale peut être contingentée dans certains tissus, les virus infectant 
uniquement les cellules cibles (e.g. LTCD4) présentes dans ce tissu. Ces tissus sont appelés des 
compartiments et sont isolés les uns des autres en termes d’infection virale. Chaque compartiment 
présente une sous-population virale qui lui est propre. Cette infection « localisée » découle de 
caractéristiques immunologiques (tissu digestif, ganglions) ou anatomiques, avec l’existence de 







A. Modes de transmission et premières étapes de la primo-infection 
La majorité des cas de transmissions du VIH fait suite à un rapport sexuel non protégé entre deux 
partenaires sérodiscordants (partenaires vivant/ne vivant pas avec le VIH). D’autres modes de 
transmission existent, comme la transmission materno-fœtale ou la transmission sanguine(21).  
Ainsi, chez une personne vivant avec le VIH, le virus est présent dans les sécrétions génitales, 
masculines ou féminines. Pendant l’acte sexuel infectant, le virus est libéré et entre en contact avec 
l’épithélium du tissu génital ou digestif. Le virus passe la barrière épithéliale puis infecte 
secondairement ses cellules cibles (LTCD4 notamment). Les cellules cibles infectées, ou transportant 
le virus sans être infectées (comme les cellules dendritiques), rejoignent ensuite par voie 
lymphatique afférente un ganglion situé à proximité. A partir de ce premier ganglion, et par voie 
lymphatique efférente, le virus est déversé dans la circulation générale et se propage dans différents 
tissus de l’organisme(20). Les principaux tissus touchés sont les tissus lymphoïdes. 
Une fois que le virus s’est propagé dans l’organisme, celui-ci va se répliquer à partir des LTCD4 
mémoires. Cette réplication ne peut pas être éradiquée (absence de traitement curatif). La 
persistance de l’infection est liée à deux caractéristique de l’infection par le VIH : (i) l’existence de 
réservoirs cellulaires, comme les LTCD4 mémoires, comprenant un provirus intégré dans le génome 
du lymphocyte et capable de se répliquer, et (ii) la présence de sanctuaires anatomiques (appelés 
aussi les compartiments), où les antirétroviraux ne diffusent pas complètement.  
B. Réserve et latence – Notion de réservoir 
Une fois les différents tissus lymphoïdes infectés, les virus se répliquent massivement à partir des 
LTCD4 mémoires actifs présents en grande quantité dans ces organes(22,23). Cette phase aigüe est 
suivie d’une réponse immunitaire spécifique et d’une importante réponse innée, assurant un 
contrôle partiel de l’infection (24). Néanmoins, la déplétion des LTCD4(25,26) associée aux erreurs de 
transcription lors de la réplication virale assurent une échappatoire au virus face à la réponse 
immunitaire humorale et cellulaire(27). Suite à l’infection, tous les LTCD4 mémoires des tissus 
lymphoïdes secondaires ne prennent cependant pas une voie de mort cellulaire. Une faible 
proportion de LTCD4 redevient des cellules mémoires quiescentes. Ces cellules mémoires, contenant 
le virus, vont arrêter leur multiplication et entrer en phase de dormance(28). Elles sont capables de 






sont à l’origine de la latence de l’infection par le VIH. Ces cellules sont surtout présentes dans les 
organes lymphoïdes secondaires (moins de 2% présentes dans le sang). L’absence de réplication 
virale pendant la phase de quiescence des LTCD4 mémoires rend les antirétroviraux inefficaces sur le 
virus. En effet, ces substances n’inhibent pas la réplication du virus mais bloquent l’infection de 
nouvelles cellules par le virus. 
Une stimulation du système immunitaire peut conduire à la réactivation des LTCD4 mémoires. Cette 
phase de réveil correspond à une activation suivie d’une multiplication cellulaire. Lors de la 
transcription de gènes faisant suite à l’activation cellulaire, les gènes du virus contenu dans le 
génome de la cellule vont être transcrits puis traduit en protéines, conduisant à la production de 
virions(30,31). Si l’infection de nouvelles cellules par ces virions n’est pas inhibée par les 
antirétroviraux, une grande quantité de virus sera produits par les LTCD4 nouvellement infectés. Ces 
virus peuvent ensuite être retrouvés dans le sang, constituant l’échec virologique. 
Le réservoir se définit donc comme une sous population de cellules contenant du génome viral dans 
son ADN, capables de conduire à une réplication virale inexistante avant la réactivation cellulaire(32). 
La particularité du réservoir réside dans sa capacité à produire des virus, parfois même lorsqu’une 
stratégie antirétrovirale est bien suivie. Le réservoir est le lieu principal de production, de 
conservation (au sens de réserve) et de persistance du virus pendant toute la durée de l’infection. 
Les cellules du réservoir sont retrouvées dans plusieurs tissus. Les antirétroviraux doivent être 
continuellement présents à des concentrations efficaces au niveau des réservoirs pour contenir 
l’infection de nouvelles cibles. La concentration libre est la seule forme capable de diffuser dans les 
tissus puis dans les cellules(8). Elle est donc un témoin de la quantité d’antirétroviral disponible pour 
inhiber l’action du virus. La concentration libre pourrait ainsi être utilisée pour expliquer les échecs 
virologiques liés à un contrôle insuffisant du réservoir. 
C. Localisations anatomiques - Notion de compartiment 
Quatre tissus ou systèmes sont identifiés comme de potentiels sanctuaires anatomiques pour la 
réplication virale : le tube digestif, les ganglions, le système nerveux central et les tissus génitaux, 
masculin en particulier(9). Ces tissus sont aussi des compartiments, le virus se répliquant de manière 
isolée, avec peu ou pas d’échanges avec les autres populations de virus présentes dans l’organisme. 
Ces populations virales distinctes sont appelées les quasi-espèces(33). Elles évoluent dans le temps 






de la pression de sélection antirétrovirale. On parle de « compartimentalisation » du virus(34). Cette 
« compartimentalisation », avec une évolution indépendante du virus par rapport aux autres tissus 
de l’organisme, est retrouvée dans les quatre compartiments principaux. Ces compartiments peuvent 
être liés à la présence d’une barrière anatomique (comme pour le système nerveux central ou les 
tissus génitaux masculins), réduisant la diffusion des antirétroviraux dans ces tissus. D’autres 
compartiments, comme les tissu lymphoïdes ou le tube digestif, sont caractérisés par leur profil 
immunologiques (e.g. présence de cellules dendritiques folliculaires dans les ganglions, contenant de 
grandes quantités d’ARN viral) (9). Néanmoins, pour ces deux tissus, des profils de diffusions limités 
ont également rapporté avec certains antirétroviraux. 
Plusieurs facteurs sont susceptibles de limiter la diffusion des antirétroviraux dans ces 
compartiments. Certains sont propres aux substances (lipophilie, taille et poids moléculaire de la 
substance, importance de la liaison aux protéines plasmatiques, substances substrat des protéines 
d’influx et présence de transports d’efflux) et d’autres spécifiques aux tissus (taux de perfusion 
sanguine du tissu, distribution des protéines d’influx et/ou d’influx)(9,35). Les polymorphismes de 
certaines protéines (transport d’influx ou d’efflux), modulant leur activité, sont également 
susceptibles d’influencer la diffusion des antirétroviraux(36). Enfin, la concentration plasmatique, 
représentant la quantité d’antirétroviral disponible pour diffuser, peut être le premier facteur 
limitant la concentration tissulaire. Une faible concentration dans le plasma, une fois l’équilibre 
pharmacocinétique atteint, est habituellement associé à une exposition intra-tissulaire basse.  
1. Tissus lymphoïdes associés à la muqueuse gastro-intestinale 
Ces tissus regroupent les amas lymphoïdes retrouvés depuis la cavité buccale jusqu’au rectum(35). 
Dans l’infection VIH, ce sont les LTCD4 présents dans les Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT ; e.g. 
plaque de Peyer, tissu lymphoïde de l’iléon) de l’iléon au rectum qui sont étudiés(35). Les LTCD4 
peuvent également être retrouvés disséminés dans le tissu (e.g. dans la lamina propria) et ne font 
dans ce cas pas partis du GALT. Les LTCD4 de ces tissus sont particulièrement touchés lors de 
l’infection du VIH, en lien à des caractéristiques immunologiques de ces cellules. Celles-ci présentent 
un phénotype particulier, plus permissif à l’infection par le VIH (présence d’une intégrine α4β7 liant 
la gp120 virale). Par ailleurs, les LTCD4 sont fréquemment stimulées dans ces tissus(37). La quantité 
de LTCD4 mémoires dans ces tissus est ainsi fortement réduite dans les premières semaines suivant 






redeviennent des cellules mémoires, formant ainsi un réservoir viral. Celui-ci est fréquemment 
considéré comme le réservoir viral le plus important(35,37). Pour éviter un réensemencement 
continu du réservoir, il est important que les antirétroviraux présentent un profil de diffusion optimal 
dans ce tissu. 
Par ailleurs, l’analyse des différents segments du tube digestif révèle une réplication moins 
importante dans le colon et le rectum, comparé aux segments en amonts dans le tube digestif(35). 
Des caractéristiques pharmacologiques de ces portions du tractus digestif pourraient expliquer cette 
hétérogénéité de la réplication virale dans l’appareil digestif. En effet, la distribution des protéines de 
transports et des enzymes du métabolisme n’est pas homogène tout au long du tube digestif. Ainsi, 
les CYP3A(38,39) et des transporteurs d’efflux comme la glycoprotéine-P (P-gp) et la Multidrug 
Resistance-associated Protein (MRP2) (40,41), sont surtout présents et actifs sur les premiers 
segments de l’intestin. Ils sont retrouvés en moins grande quantité dans le colon ou le 
rectum(39,40,42). Ces facteurs sont une limite à une exposition importante des antirétroviraux 
substrats de ces protéines, comme le DTG, le DRV et l’ATV). Cette répartition des transporteurs et 
enzymes expliquerait une variabilité de l’exposition dans le tube digestif  et donc les différences de 
réplication rapportées. 
2. Ganglions 
Les ganglions constituent également un site de réplication indépendant des autres sites d’après 
l’analyse génétique des quasi-espèces virales(34,43). Les organes lymphoïdes secondaires 
contiennent ainsi un réservoir de réplication à part entière. La réplication virale serait favorisée par la 
proximité spatiale des cellules cibles du VIH et des modes de transmissions facilités (transmission 
cellule à cellule par exemple(44)) mais aussi la présence de cellules dendritiques folliculaires, 
associée à une absence de pénétration des lymphocytes T CD8 (LTCD8) dans le follicule, réduisant le 
contrôle immunitaire dans cette région du ganglion. Ce sanctuaire est donc plus immunologique que 
pharmacologique.  
Les prélèvements dans les ganglions sont invasifs. Ces tissus sont donc difficiles d’accès pour étudier 
la diffusion des antirétroviraux. Peu de données sont ainsi disponibles(43,45) et les facteurs limitant 
la diffusion des antirétroviraux dans les ganglions ne sont pas connus. Les mesures disponibles font 
état d’une diffusion limité de la plupart des antirétroviraux dans ces tissus(46). Des études chez le 






sang, la réplication demeure importante dans de nombreux ganglions(37). Les mesures de 
concentration effectuées ont mis en évidence une relation inversement proportionnelle entre la 
concentration en antirétroviraux et le niveau de réplication(43). Ces données indiquent ainsi qu’un 
défaut de diffusion dans les tissus est relié à une probabilité augmentée d’échec virologique dans les 
compartiments.   
3. Système nerveux central  
Le système nerveux central (SNC) est un compartiment important pour la réplication virale. Il est 
rapidement touché après l’infection virale et participe considérablement à l’expression clinique de 
l’infection(37). En effet, le virus et sa réplication sont associés à des troubles neurocognitifs, 
indépendamment d’une éventuelle iatrogénie antirétrovirale. D’un point de vue immunologique, la 
réplication du VIH dans ce tissu s’effectue plutôt à partir de macrophages,(47) qui contribuent à la 
persistance du virus dans l’organisme à partir du SNC. Plusieurs caractéristiques liées à la nature des 
macrophages limitent l’action des antirétroviraux. Ainsi, le pool de nucléosides disponibles est plus 
faible dans les macrophages (et d’autant plus qu’ils sont chroniquement infectés) comparé aux 
LTCD4. Par ailleurs, pour les autres antirétroviraux, les concentrations efficaces 50 rapportées 
paraissent être plus faibles dans les macrophages, en comparaison avec les LTCD4. De plus, les 
macrophages sont moins sensibles que les LTCD4 à l’effet cytopathogène du virus. Ces cellules 
participent ainsi à la persistance du virus et libèrent plus longtemps des virions infectieux. Enfin, les 
macrophages sont pourvus de nombreuses protéines d’efflux, comme la P-gp ou des protéines de la 
classe des Multidrug-Resistance Protein (MRP4 et 5).Une réplication virale compartimentée dans le 
SNC, en dépit d’une charge virale plasmatique indétectable, a été à plusieurs reprises associée à des 
troubles neurocognitifs chez des patients avec un traitement antirétroviral bien conduit(9,48). Ces 
résultats, comme pour le GALT, montrent que le SNC est un compartiment à part entière où la 
réplication virale s’effectue indépendamment des autres tissus lymphoïdes et pouvant être hors de 
portée des antirétroviraux. 
La diffusion des antirétroviraux est relativement limitée dans ce compartiment. Seuls les inhibiteurs 
nucléosidiques et la nevirapine présentent un profil de diffusion important dans le liquide cérébro-







Figure 1 : Communications entre les différents fluides intracrâniens. Les flèches pleines représentent le flux du liquide 
céphalo-spinal (LCS ou CSF), les flèches pointillées les échanges entre (a) la sang et le tissu cérébral (b) le sang et le plexus 
choroïde (c) le LCS et le tissu cérébral(50). La grande majorité des études mesurent les concentrations dans le LCS, les profils 
de diffusion dans l’encéphale sont encore méconnus. 
De nombreuses protéines d’efflux (e.g. P-gp et l’human Breast Cancer Resistance Protein (hBCRP) 
notamment) sont présentes à la surface des différentes barrières anatomiques(51). Cette forte 
proportion de protéines d’efflux constitue une limite à la bonne diffusion des antirétroviraux.  
Une limite existe dans l’étude de la diffusion des antirétroviraux dans ce compartiment. En effet, les 
études de diffusion se basent sur des mesures d’antirétroviraux dans le LCS. Or le rôle du LCS comme 
témoin de la diffusion dans le SNC n’est pas tout à fait établie. Il existe plusieurs barrières contrôlant 
l’accès au tissu cérébral (encéphalique, méningée et méningo-encéphalique) et les profils de 
diffusion ne sont décrits que pour une seule de ces barrières. 
4. Tissus génitaux 
La présence de virus dans le tissu génital est à l’origine des transmissions entre les individus. Le VIH 






charge virale dans le plasma séminal. La réplication virale dans ce tissu est encore incomplètement 
comprise. En effet, les traitements antirétroviraux n’agissent pas sur les virus présent dans certaines 
cellules, qui contiennent toujours du virus en dépit d’un traitement antirétroviral bien conduit et à 
des concentrations considérées comme efficaces (observations faites sur un modèle simien)(52). 
Cependant, le compartiment tissu génital est complexe, celui-ci étant composé de plusieurs tissus, 
difficilement accessibles (e.g. testicules, prostate, urètre, épididymes). Par ailleurs, comme dans le 
SNC, les macrophages participeraient à la persistance du virus dans les tissus génitaux masculins 
(résistance à l’effet cytopathogène du virus, faible phosphorylation des inhibiteurs nucléosidiques, 
distribution des transports d’efflux différente comparée aux LTCD4). 
L’utilisation d’antirétroviraux efficaces assure habituellement une charge virale indétectable dans le 
sang mais aussi dans le sperme. Cependant, le tissu génital masculin peut également être assimilé à 
un compartiment, même si les données disponibles sont parfois contradictoires. L’absence de virus 
dans le sang peut être paradoxalement associée à une réplication virale dans le tissu génital, avec la 
présence d’une charge virale mesurable dans le sperme(53,54). Le virus peut également être 
retrouvé dans les sécrétions vaginales et être à l’origine d’une infection virale. Cependant, sa 
fonction de réservoir à la réplication virale est moins claire que pour le tissu génital masculin. Comme 
avec les autres compartiments, il existe une barrière sang/tissu génital sur laquelle sont retrouvées 
des protéines d’efflux comme la P-gp(55–57). Les protéines d’influx, comme les Organic Anion 
Transporter 1 et 3 (OAT1/3) et l’Organic Anion Transporting Polypeptide 1B1 (OATP1B1), sont 
également présentent dans les tissus génitaux. Si, les niveaux d’expression de la plupart des 
transporteurs dans ces tissus restent mal détaillés(57), la P-gp semble être fortement exprimée au 
niveau de la barrière sang/testicule(58). La présence de ces protéines d’efflux conduit à des profils de 
diffusion différents entre les antirétroviraux. La faible diffusion de certains antirétroviraux (notion de 
sancturisation) participe ici à la compartimentalisation du virus(57). 
Ainsi, pour être efficaces, un antirétroviral, ou une association d’antirétroviraux, doivent présenter 
un profil de diffusion suffisamment important pour inhiber l’infection de nouvelles cellules par le 
virus dans les compartiments. La forme libre pourrait ainsi se révéler être un témoin intéressant pour 
évaluer la quantité d’antirétroviral disponible pour les compartiments. En effet, une faible 
concentration libre dans le plasma est très probablement associée à une faible exposition dans les 






également moduler la quantité d’antirétroviral présent dans les compartiments. Cependant, ces 
facteurs de variabilité ne sont pas intégrés dans nos travaux. 
 
D. Echecs virologiques 
1. Définition 
Lors de la prise en charge du patient, le suivi de l’efficacité du traitement antirétroviral est organisé 
par la mesure régulière des charges virales plasmatiques. Le calendrier de suivi est conditionné en 
fonction du stade de l’infection (patient naïf, patient viro-contrôlé, échec virologique, etc…)(59). La 
charge virale plasmatique correspond à une mesure de l’ARN viral présent dans le sang par une 
technique de biologie moléculaire (RT-PCR quantitative). Une « copie » équivaut à la mesure d’un 
brin d’ARN VIH. Les seuils de quantification bas dépendent des techniques utilisées et sont compris 
en 2018 entre 20 et 50 copies/mL de plasma(59). 
Un échec virologique, en dehors des six premiers mois d’initiations de traitement, est défini par la 
mesure de deux charges virales supérieures au seuil de quantification bas sur deux échantillons 
consécutifs prélevés à distance(2). 
Les échecs sont habituellement expliqués par une exposition insuffisante aux antirétroviraux. Cette 
sous-exposition peut être consécutive à une observance incomplète, une prise inadéquate (prise 
alimentaire associée obligatoire pour certaines substances) ou une interaction médicamenteuse(2). 
La présence de mutations préexistantes sur le génome du virus peut également être à l’origine d’un 
échec virologique(2). 
Les principales conséquences d’un échec virologique sont la sélection et l’accumulation de mutations 
de résistance par le virus, une diminution de l’immunité associée au LTCD4 (destruction plus 
importante de ces cellules) et d’une augmentation du risque de transmission du virus(2).  
2. Mutations de résistance et pression de sélection 
Lors de la réplication virale, la transcriptase inverse commet des fautes de transcription, avec environ 
une erreur tous les 105 nucléotides(27). Certaines de ces mutations confèrent une résistance au virus 
contre les antirétroviraux, par exemple par une réduction de l’affinité entre la substance et sa cible 






du virus à se répliquer. En effet, un virus présentant une ou plusieurs mutations a une capacité de 
réplication diminuée, comparée à un virus sans mutation (ou sauvage(60)). Cette différence introduit 
la notion de pression de sélection, dépendant également de la concentration en antirétroviral au 
contact du virus. 
Ainsi, il existe trois situations de réplication des virus en fonction des concentrations des 
antirétroviraux(34) : 
(i) à des concentrations élevées, la réplication des virus sauvages et mutés (pour certains) est 
contrôlée.  
(ii) à des concentrations nulles, la réplication des virus sauvages et mutés se fait indistinctement, 
sans  pression des antirétroviraux. Cependant, les virus mutés sont pénalisés dans leur réplication par 
une ou plusieurs mutations. Dans ce cas, seul le virus sauvage émerge dans le sang. Cette situation 
est habituellement observée chez des patients en rupture thérapeutique (c’est-à-dire ayant arrêt la 
prise des antirétroviraux). Le risque est d’entrer dans un stade SIDA lorsque la déplétion en LTCD4 
devient trop importante (<200/mm3, pour une normale >500/mm3). 
(iii) à des concentrations infra-thérapeutiques, la réplication virale est placée sous la pression 
exercée par les antirétroviraux. La concentration est suffisante pour inhiber la réplication des virus 
sauvages. En revanche, elle est insuffisante pour contrôler la réplication des virus résistants. Ce 
niveau d’exposition sub-thérapeutique correspond à une zone de forte pression de sélection, pour 
des virus mutants. Le risque clinique est proche de celui de l’absence de prise. Mais il existe une 
différence comparé à une absence de prise. En effet, le faible niveau d’exposition va conduire à la 
sélection de virus résistant au traitement antirétroviral en cours. Par ailleurs, ces mutations vont être 
« archivées » dans le réservoir, empêchant l’utilisation ultérieure (mois, années) des antirétroviraux 
dont la sensibilité virale est réduite par l’apparition des résistances. Ce cas est le plus péjoratif, car il 
combine le risque de pathologies opportunistes et la sélection de mutations de résistance. Il 
s’observe généralement dans les cas d’observance irrégulière. Mais on peut aussi le retrouver lors 
d’interactions médicamenteuses, avec réduction de l’absorption orale ou induction enzymatique, et 
de diffusion insuffisante dans un compartiment, comme le système nerveux central. En suivant ces 
données de pression de sélection et en l’appliquant à l’étude de diffusion dans les compartiments, 
une diffusion limitée, quasi nulle, est associée à un échec sans mutation de résistance. En revanche, 






des mutations de résistance. Les trois catégories de réplications en fonction des concentrations sont 
représentées dans la figure 2. 
 
Figure 2 Pression de sélection des virus résistants en fonction de l’efficience relative de la concentration. La zone 
orange, avec une très faible exposition en antirétroviraux, correspond à une pression de sélection faible ou 
nulle, avec émergence de virus sensible. La zone bleue, avec une exposition sub-thérapeutique, correspond à 
une pression de sélection importante pour des virus avec des mutations de résistance. Au-delà, à forte 
concentration, le virus ne se réplique pas(34). 
En résumé, les échecs virologiques peuvent être classés en deux catégories, les échecs à virus avec 
ou sans sélection de mutation de résistance. Ainsi, dans nos travaux, nous avons distingué ces deux 
catégories d’échecs pour étayer l’interprétation de la diffusion des antirétroviraux dans les tissus.  
E. Evaluation phénotypique de l’efficacité des antirétroviraux sur le virus 
La sensibilité d’un virus à un antirétroviral peut être étudiée par des analyses in vitro(19). Elle 
correspond à une analyse du phénotype de sensibilité/résistance à un antirétroviral par culture 
cellulaire. Des concentrations d’antirétroviraux inhibant 50% ou 90% de la réplication virale dans le 






inhibitrices 50 ou 90 (IC50, IC90). Les concentrations plasmatiques totales des antirétroviraux sont 
habituellement comparées aux IC50/90 pour évaluer l’efficacité des substances. Cependant, une 
grande proportion des antirétroviraux sont fortement liés aux protéines plasmatiques (excepté les 
inhibiteurs nucléos(t)idiques)(61). Or, les milieux de culture ne contiennent pas de protéines 
plasmatiques susceptibles de lier les antirétroviraux. Ainsi, les IC50/90 ne sont probablement pas des 
marqueurs appropriés pour évaluer l’efficacité des concentrations plasmatiques totales des 
antirétroviraux fortement liés aux protéines plasmatiques. Pour pallier à cette limite, une procédure 
dite « protein-adjusted IC50/90 » a été proposée(62). La procédure consiste à ajouter 50% de sérum 
d’origine humaine et 10% de sérum d’origine bovine. Ce protocole est ainsi considéré comme une 
représentation des conditions de liaison entre les antirétroviraux et les protéines plasmatiques. Ces 
IC50/90 ajustés à la liaison protéique sont désormais utilisés pour être comparées aux concentrations 
totales mesurées dans le plasma. Cependant, à notre connaissance, aucune étude n’a comparé la 
liaison dans le plasma aux liaisons protéiques obtenues dans ces conditions expérimentales. 
Deux autres paramètres virologiques permettent d’évaluer l’efficacité des antirétroviraux, le 
quotient inhibiteur et la barrière génétique. Le quotient inhibiteur est un terme appliqué dans les 
thérapeutiques anti-infectieuses en général. Il correspond au rapport entre la concentration en 
antirétroviral et le niveau de susceptibilité du virus à la substance. Les quotients inhibiteurs sont 
généralement calculés par le rapport entre une concentration minimale plasmatique mesurée et une 
IC50/90(19). La barrière génétique correspond à la capacité du virus à acquérir des mutations conférant 
une résistance vis-à-vis d’un antirétroviral donné(63). La barrière génétique va dépendre du cumul de 
mutations nécessaires pour obtenir une résistance (une pour la plupart des inhibiteurs 
nucléosidiques, jusqu’à cinq pour le DRV) (64). La plupart des antirétroviraux ont une barrière 
génétique faible, c’est-à-dire qu’une seule mutation peut conférer une résistance à l’antirétroviral. 
Les inhibiteurs de protéase, notamment le DRV, et dans une moindre mesure le Dolutegravir (DTG), 
sont considérées comme des antirétroviraux à barrière génétique élevée(65).  
Dans nos travaux, nous nous sommes référés aux IC50 et IC90 comme seuils d’efficacité pour évaluer 
les concentrations libres mesurées et prédites. Ces résultats sont présentés dans la partie 







II. Stratégies thérapeutiques en 2018 
Des recommandations nationales sont proposées et mises à jour régulièrement par un groupe 
d’experts(66). Les membres du groupe encadrent les instructions pour la prise en charge médicale 
des personnes vivant avec le VIH (PVVIH) et établissent les objectifs thérapeutiques et les stratégies 
de prise en charge.  
A. Objectifs prise en charge VIH(59) 
Les recommandations nationales du Centre National de lutte contre le SIDA et les hépatites virales 
(CNS) insistent sur une prise en charge rapide de l’individu diagnostiqué. En effet, les études 
START(67) et TEMPRANO(68) ont démontré l’intérêt d’initier le traitement quel que soit le statut 
immuno-virologique du patient (charge virale sanguine (CV) ou taux de LTCD4).  
L’objectif principal du traitement antirétroviral au plan individuel est d’éviter la progression vers le 
stade de Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise (SIDA)(59). Les antirétroviraux permettent 
d’atteindre cet objectif en inhibant la réplication virale et donc en réduisant la CV. L’objectif 
virologique est de parvenir en quelques mois, puis de maintenir, une CV inférieure à la limite de 
quantification (20 à 50 copies/mL selon les techniques). En atteignant cette cible virologique, la 
restauration du nombre LTCD4 (et de sa proportion par rapport aux LTCD8) est favorisée. De plus, le 
risque d’apparition de virus avec des mutations associées à une résistance antirétrovirale est réduit 
et la morbidité liée au virus est diminuée. 
Par ailleurs, une introduction rapide du traitement conduirait (i) à limiter la taille du réservoir viral, 
(ii) à assurer un profil virologique favorable et (iii) limiter l’inflammation dans certains tissus (digestifs 
par exemple).  
Le STP participe aux objectifs de prise en charge du PVVIH(3). En mesurant les concentrations et en 
adaptant les posologies ou la thérapeutique, le STP optimise la tolérance clinico-biologique aux 
antirétroviraux. Par ailleurs, en cas d’échec virologique, le STP est un des outils disponibles pour 
rechercher l’étiologie de l’échec. Dans la stratégie globale de prise en charge, le rôle du STP est de 
personnaliser le traitement antirétroviral. Un des objectifs de l’étude de la forme libre est d’évaluer 
la capacité de ce marqueur à contribuer à l’individualisation du traitement dans certaines situations 







En France, en 2015, près de 6000 diagnostics d’infection au VIH ont été réalisées, principalement 
chez des hommes (environ 70%). Ce nombre est stable depuis 2011, après une baisse rapportée 
entre 2004 et 2011.  
En 2013, on estimait en France que 84% des personnes vivant avec le VIH (PVVIH) connaissaient leur 
statut sérologique vis-à-vis du VIH. Parmi ces 84%, 90% recevaient un traitement antirétroviral (soit 
75% des PVVIH). Dans ce dernier groupe de patients traités, 90% avaient une CV inférieure à 50 
copies/ml (soit 68% des PVVIH, c’est-à-dire environ 49000 personnes).  
La population de PVVIH en 2015 en France avait un âge médian de 49,7 ans, avec 49 et 16% des 
PVVIH qui avaient plus de 50 et 60 ans, respectivement. L’efficacité des thérapeutiques 
antirétrovirales est associée à une augmentation de la survie à l’infection et donc à un vieillissement 
de la population. En effet, en 2011, seul 35 et 11% des PVVIH avaient plus de 50 et 60 ans, 
respectivement. Les PVVIH présentent également des profils de comorbidités proches de ceux de la 
population générale. Ainsi en 2014, d’après la cohorte Aquitaine, 25,4%  des  PVVIH  présentaient  un  
indice  de masse corporelle (IMC)  entre  25  et  29,9  kg/m2  (valeurs définissant le surpoids)  et  7,8%  
un IMC  ⩾30  kg/m²  (valeur définissant l’obésité)(70). Des facteurs de risques cardiovasculaires, 
comme l’hypertension artérielle (47,9% des PVVIH), le diabète (14,2% des PVVIH) ou une 
hypercholestérolémie à LDL (20,2% des PVVIH) sont également retrouvés en forte proportion chez 
les PVVIH. Par ailleurs, 11,1% des PVVIH avaient connu un évènement cardiovasculaire 
(coronaropathie, AVC, artériopathie). Enfin, 14,3% des patients présentaient un débit de filtration 
glomérulaire inférieur à 60 mL/min (1,4% inférieur à 30 mL/min).  
La population de PVVIH présente ainsi de nombreuses comorbidités, notamment métaboliques. Elles 
sont associées à des thérapeutiques susceptibles de conduire à des interactions avec les 
antirétroviraux. Ces interactions, mais aussi les co-morbidités, peuvent modifier l’absorption, le 
métabolisme ou l’élimination des antirétroviraux(10–12). Dans ce cas de figure uniquement, les 
concentrations libres et totales sont toutes les deux impactées par l’interaction. En revanche, si une 
interaction ou co-morbidité influence les paramètres de liaison de l’antirétroviral aux protéines 
plasmatiques, une « désynchronisation » ou une divergence de la variation des formes libres et 
totales pourrait être observée. Dans ce cas de figure, une mesure isolée de la concentration totale 






la mesure de la concentration libre peut présenter dans ces situations un intérêt dans le STP. Nous 
avons donc, lors de nos travaux, collectées les données démographiques, de co-morbidités et les co-
médications des PVVIH afin d’identifier les situations pouvant modifier l’équilibre de liaison. 
C. Stratégies thérapeutiques de première intention 
Les stratégies thérapeutiques antirétrovirales recommandées en première intention en 2018 pour la 
prise en charge d’un sujet diagnostiqué sont reportées dans le tableau 1(1). L’initiation se fait avec la 
combinaison de deux inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse (INTI) (abacavir + 
lamivudine ou tenofovir + emtricitabine) associés à un troisième agent. Le troisième agent est issu 
d’une des trois classes suivantes : inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI)  
(rilpivirine), inhibiteurs de protéase (DRV) ou inhibiteurs de l’intégrase (raltegravir, elvitegravir, DTG).  
 
2 INTI INNTI 
Nombre comprimés / 





25/200 mg rilpivirine 
25 mg 
1/1 
-Si CV<5 log 
-Attention si CD4<200/mm3 
-Contre indiqué si DFGe<30 
mL/min (80 pour TAF) 






2 INTI INSTI 
Nombre comprimés / 





245/200 mg dolutegravir 
50 mg 
2/1 
-Précaution si DFGe<80 
mL/min et surveillance 
fonction rénale 




-Uniquement si HLA-B*5701 
négatif 







-Contre indiqué si DFGe<30 
mL/min 
-Interactions avec cobicistat 







-Précaution si DFGe<80 
mL/min et surveillance 
fonction rénale 
-Peu d’interactions PK 














-Précaution si DFGe<80 
mL/min et surveillance 
fonction rénale 
-Peu d’interactions PK 
-Intérêt pour initiation rapide 
nécessaire ou cas graves 
-Prise alimentaire obligatoire 
Tableau 1 : stratégies thérapeutiques recommandées en 2018 à l’initiation d’un traitement antirétroviral suite au diagnostic 
d’une infection au VIH(1). Avec INTI : inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse ; CV : charge virale ; CD4 : 
LTCD4 ; TDF : Tenofovir disoproxyl fumarate ; TAF : Tenofovir alafenamide ; DFGe : débit de filtration glomérulaire estimé ; 
IPP : inhibiteur de la pompe à proton ; INSTI : inhibiteur de l’intégrase (integrase strand transfert inhibitor) ; IP : inhibiteur de 
la protéase ; Gé : générique ; PK : pharmacocinétique. 
Ainsi, parmi les cinq stratégies thérapeutiques recommandées en première intention, nous 
retrouvons deux des trois substances dont nous avons exploré la forme libre lors de notre étude. Les 
différentes caractéristiques orientant le choix d’une initiation par DRV ou DTG sont résumées dans le 
tableau 2. L’ATV était une antirétroviral disponible en première intention dans les stratégies 
d’initiation lors des recommandations établies en 2013 et ce jusqu’en 2016(71). L’ATV est donc 
encore retrouvé dans de nombreuses trithérapies de PVVIH. 
Le choix de la stratégie relève de paramètres virologiques (résistances connues dans la population, 
niveau de CV à l’initiation) mais aussi des co-morbidités et co-traitements présents chez le patient 





Meilleur profil sur les virus avec des mutations 
de résistance 
Trois comprimés par jour (en une prise) 
Quotient inhibiteur élevé Prise alimentaire obligatoire  
Recul suffisant pour une utilisation pendant la 
grossesse 
Effets indésirables digestifs du ritonavir, 
modifications de certains paramètres 
métaboliques (hyperlipidémie, hyperglycémie). 
Intérêt dans les charges virales élevées, chez les 
patients fortement immunodéprimés 
Interactions médicamenteuses avec le ritonavir.  
Inhibition : CYP3A, CYP2D6, P-gp, MRP-1, 
OATP1B1, hBCRP  








Peu de virus résistant lors de la primo-infection 2 comprimés par jour (en une prise) en 
attendant l’exploration du polymorphisme de 
l’allèle HLA-B*5701 
Quotient inhibiteur élevé Troubles neuro-cognitifs 
Cinétique de décroissance virale rapide  
Un comprimé par jour (si allèle HLA-B*5701 
exploré et absent) 
 
Peu d’interactions médicamenteuses PK  
Profil métabolique neutre  
Profil de sécurité d’utilisation    
Tableau 2 : Caractéristiques des deux substances pouvant orienter le choix du troisième agent en fonction du 
contexte virologique et des spécificités physiopathologiques ou thérapeutiques du patient. CYP : cytochrome 
P450 ; P-gp : glycoprotéine P ; OATP : Organic Anion Transporting Polypeptides ; MRP : Multidrug Resistance-
associated Protein ; hBCRP : human Breast Cancer Resistance Protein ; UGT : Uridine diphosphate-
glucuronyltransferase. 
Le DRV et le DTG affichent tout deux des atouts et des faiblesses dans le cadre d’une initiation d’un 
traitement. Les obstacles à l’initiation au DRV sont principalement liés au ritonavir (RTV), dont 
l’association est obligatoire pour son effet de potentialisateur pharmacocinétique (ou booster)(12). 
En effet, le RTV présente de nombreux effets indésirables, digestifs notamment(72). Son utilisation à 
long terme débouche fréquemment à l’émergence de troubles métaboliques, avec des effets 
délétères sur un plan lipidique (augmentation les LDL et des triglycérides) et glucidique 
(hyperglycémie)(72). Ses propriétés d’inhibition (recherchées) mais aussi d’induction enzymatique 
compliquent la gestion des associations médicamenteuses(72). La prise alimentaire obligatoire est 
l’inconvénient principal lié spécifiquement au DRV(12). 
A l’inverse du DRV, le DTG ne doit pas être associé avec un potentialisateur pharmacocinétique. Le 
profil de sécurité d’utilisation de la substance est favorable, avec peu d’effets indésirables(1). Les 
troubles neurocognitifs (sensation ébrieuse, cauchemar, vertige), sont les effets indésirables les plus 
fréquemment rencontrés avec le DTG(10). Le DTG peut être administré avec deux INTI en un seul 
comprimé, en une prise par jour, sous la forme suivante : DTG 50 mg/ abacavir 600 mg / lamivudine 
300 mg. Néanmoins, il est recommandé de rechercher l’allèle HLA-B*5701 avant toute initiation 







L’étude de la forme libre du DRV et du DTG se justifiait donc par l’importante fréquence d’utilisation 
de ces substances dans les stratégies d’initiation. L’ATV était une option des stratégies de première 
ligne lorsque l’étude a débuté. De nombreux PVVIH suivent encore une stratégie contenant de l’ATV. 
Nous avons donc décidé de maintenir l’étude de la forme libre de cette substance. 
D. Stratégies d’allègement thérapeutique 
Les derniers antirétroviraux disponibles ont augmenté l’efficience du traitement antirétroviral. 
Cependant, l’absence de thérapie curative et les effets inconnus des traitements sur le long terme 
ont soulevé l’intérêt de l’allègement thérapeutique(2). L’allègement consiste à réduire la dose, la 
fréquence d’administration ou le nombre de substances utilisées. En réduisant la quantité des 
antirétroviraux administrés tout en conservant une efficacité identique à celle d’une trithérapie(2), 
l’objectif de l’allègement est de réduire le risque de survenue d’effets indésirables au long terme. Ces 
derniers peuvent apparaître après plusieurs années de traitement et se manifestent notamment sous 
la forme de troubles des bilans lipidiques et glucidiques (particulièrement avec le ritonavir), d’un 
risque de survenu d’évènement cardiovasculaire majoré, ou d’une atteinte du système osseux et 
rénal. L’allègement a également pour objectif de réduire le risque d’interactions médicamenteuses. 
Le DTG, le DRV et l’ATV sont inclus dans des stratégies d’allègement recommandées ou en cours 
d’évaluation(2). Les différentes stratégies disponibles permettent d’individualiser l’allègement 
thérapeutique, en fonction de l’histoire de la maladie, des éventuelles co-morbidités et co-
médications. 
Dans les recommandations, il est proposé de rechercher, et notamment pour l’ATV, des antécédents 
d’encéphalite. Ce contrôle pose indirectement la question de la quantité d’antirétroviral présente 
dans le compartiment SNC. La mesure de la concentration libre, évaluant la quantité d’antirétroviral 








III. Les antirétroviraux d’intérêt 
Le DTG, le DRV, et dans une moindre mesure l’ATV en 2018, sont trois antirétroviraux utilisés dans 
les stratégies de trithérapies ou d’allègement thérapeutiques(1,2). Les différents essais cliniques 
pour ces deux stratégies ont démontré l’efficacité et l’innocuité de ces trois antirétroviraux. 
Cependant, certains patients peuvent connaître un épisode d’échec virologique. Une partie de ces 
échecs peut être prévenu en connaissant la pharmacocinétique des substances et en évitant des 
situations conduisant à des expositions infra-thérapeutiques. Mais certains échecs ne sont pas 
expliqués par les marqueurs d’exposition habituels, reposant des mesures de concentrations totales. 
Les données pharmacocinétiques récentes développées dans ce chapitre constituent le rationnel de 
l’étude de la forme libre des antirétroviraux. 
A. Dolutegravir 
Substance efficace et occasionnant peu d’effets indésirables, le DTG est l’un des antirétroviraux les 
plus utilisés actuellement (27% des troisièmes agents utilisés ; données 2018 du CHU de Toulouse). 
Antirétroviral relativement récent (commercialisation en France depuis 2014), il a montré son intérêt 
dans la forme combinée à deux INTI en trithérapie(1). Le DTG est également utile dans les stratégies 
d’allègement en bithérapie(2) avec la rilpivirine, et potentiellement avec un inhibiteur nucléosidique 
comme la lamivudine. En revanche, le DTG n’a pas montré de bénéfice pour une stratégie en 
monothérapie(2). En effet, des échecs virologiques, avec sélection de mutations de résistance, ont 
été fréquemment observés. 
1. Place dans la classe thérapeutique et la stratégie actuelle existants 
Le DTG, d’un poids moléculaire de 419.378 g/mol(74), est considéré comme un INSTI de seconde 
génération, celui-ci restant efficace sur des virus résistants au raltegravir et à l’elvitegravir (1,75). Il a 
l’avantage de pouvoir ou non être utilisé en association fixe avec l’abacavir et la lamivudine, sans 
l’utilisation de potentialisateur pharmacocinétique(1,10,76). Toutefois, une double dose est 
nécessaire pour une efficacité optimale en présence de certaines mutations associées à des 






2. Mécanisme d’action 
La classe des inhibiteurs de l’intégrase représente la dernière famille d’antirétroviraux développée et 
disponible dans les stratégies thérapeutiques. Après la fusion du virion avec la membrane, le brin 
d’ARN viral est libéré puis est rétro-transcrit en ADN double brin (étape ciblée par les inhibiteurs 
nucléos(t)idiques et non nucléosidiques de la transcriptase inverse). Cet ADN est ensuite transporté 
dans le noyau pour être intégré dans le génome de la cellule hôte. C’est cette étape qui est ciblée par 
les INSTI(77).  
3. Evaluation de l’efficacité et de la sécurité d’utilisation lors des essais 
cliniques 
Plusieurs études et essais cliniques ont évalué l’efficacité du DTG en trithérapie dans différentes 
conditions. Son efficacité a été exploré chez des patients naïfs de traitements, ayant été pris en 
charge par d’autres classes thérapeutiques, des patients en échec virologiques ou chez des enfants. 
Dans les différentes études, le DTG a montré sa non-infériorité ou sa supériorité (sur l’efavirenz par 
exemple) sur le plan virologique. Dans les essais d’allègement, associant le DTG à la lamivudine ou à 
la rilpivirine, la bithérapie permettait d’obtenir des résultats comparables à la trithérapie, en termes 
d’efficacité virologique.  Les principaux résultats obtenus sont résumés dans le tableau 12 en annexe 
1-1(78–90). 
4. Pharmacocinétique 
Les études de pharmacocinétique du DTG reposent pour la plupart sur les mesures de concentrations 
totales. Cette première partie décrit les phases d’absorption, de liaison, de métabolisme et 
d’élimination. Les études de diffusion du DTG dans les tissus et les profils pharmacocinétiques du 
DTG chez des sous-populations de PVVIH sont détaillées ensuite. 
Les essais de dose chez le sujet sain ont montré que la pharmacocinétique du DTG était linéaire dans 
un intervalle de dose compris entre 10 et 50 mg (91). Une augmentation de posologie de 50 à 100 mg 
en une prise n’était pas associée à une augmentation proportionnelle de l’exposition totale 







Après administration de 50 mg de DTG en une prise par jour chez des PVVIH, les marqueurs 
d’exposition à l'équilibre (moyenne [coefficient de variation (CV) en %]) ont été de : ASC(0-24) = 53,6 
[27%] mg*h/L, Cmax = 3,67 [20%] mg/L, et Cmin = 1,11 [46%] mg/L(76,92). 
L’absorption du DTG est rapide (Tmax = 2,5 h). La prise d’un repas, et la composition de celui-ci, 
modifient l’absorption et l’exposition du DTG(93). Ainsi, comparé à une prise à jeun, la prise pendant 
un repas de composition pauvre, moyenne et riche en lipides augmentait l’ASC (+33%, +41%, +66%), 
la Cmax (+46%, +52% et +67%) et la Cmin (+33%, +45% et +73%) du DTG. Toutefois ces résultats sont 
issus de mesures chez des sujets sains et aucune étude n’a été menée chez des PVVIH. Ces données 
ne sont donc pas directement transposables aux PVVIH. En effet, les sujets sains et les patients 
présentent des profils pharmacocinétiques distincts(92). Aucune hypothèse n’a été avancée pour 
expliquer ces différences, également observées avec d’autres antirétroviraux. 
Le DTG est fortement lié aux protéines plasmatiques (>99%)(76,92). L’albumine est la principale 
protéine de transport du DTG dans le compartiment vasculaire. L’alpha-1-glycoprotéine acide 
participerait dans une moindre proportion à la liaison du DTG dans le sang (absence de données 
détaillées). L’étude de la liaison du DTG reste toutefois limitée à ce jour. En effet, aucune étude ne 
décrit à ce jour l’affinité des liaisons ou le nombre de sites de liaison sur les protéines plasmatiques. 
L’Uridine diphosphate (UDP)-glucuronosyltransférase (UGT) 1A1 est la principale enzyme impliquée 
dans le métabolisme du DTG (94). D’autres voies mineures interviennent, comme le cytochrome 
P450 3A4 (CYP450) et les UGT1A3 et 1A9. Le DTG n’exerce pas d’action inhibitrice ou inductrice sur 
ces trois enzymes ni sur d’autres CYP (1A2, 2A6, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6, 2B7). Les métabolites ne 
présentent pas d’activité antirétrovirale d’intérêt. 
Une étude de pharmacogénétique a analysé l’effet de différents polymorphismes de l’UGT1A1 sur la 
pharmacocinétique du DTG(95). Une augmentation de l’ASC (+46% en moyenne) et une diminution 
de la clairance d’élimination apparente (-32% en moyenne) a été observée chez les patients porteurs 
des allèles UGT1A1 *28/28, *28/37 et *37/37. Ces allèles sont associés à une réduction de l’activité 
de l’UGT1A1(96). En revanche, dans cette même étude, aucune relation n’a été observée entre les 
différents allèles des CYP34A4/5 et du PXR, protéine régulant entre autre l’expression du CYP3A4, et 
l’exposition du DTG. 
Le DTG est éliminé principalement dans les fécès (64%), sous forme de substance mère et de 






métabolite glucuroconjugué, issu du métabolisme par l’UGT1A1. Des métabolites issus de réactions 
d’oxydation (voie CYP3A4) sont également éliminés par voie rénale(97).  
Le DTG est le substrat de deux protéines d’efflux, la P-gp et l’hBCRP(94). Le DTG n’a pas d’effet 
inducteur ou inhibiteur in vitro sur d’autres protéines d’efflux (comme la multidrug resistance– 
associated protein 2 (MRP-2) ou l’organic cation transporter (OCT-1)). En revanche, in vitro, le DTG 
inhibe l’OCT-2, protéine présente sur les cellules tubulaires rénales. Cette inhibition est retrouvée 
chez les PVVIH. Elle conduit à une augmentation de la créatininémie (+20% en moyenne) par 
inhibition de la sécrétion tubulaire luminale. Cet effet inhibiteur est aussi associé à des interactions 
médicamenteuses, avec la metformine notamment (76). A ce jour, aucune étude in vitro n’a mis en 
évidence le rôle d’une protéine d’influx dans le transport du DTG. 
Aucune étude n’a recherché de relation entre les différents génotypes réduisant l’activité de la P-gp 
ou de l’hBCRP. Cependant, les polymorphismes de ces protéines influençant leur activité modifient la 
pharmacocinétique d’autres antirétroviraux(36). Ces polymorphismes sont donc susceptibles 
d’affecter la pharmacocinétique et la diffusion du DTG dans les compartiments. 
Les données des études SPRING2 et SAILING montrent des variabilités inter-individuelles importantes 
des concentrations totales plasmatiques minimales (coefficient de variation de 60 et 131%)(6). La 
variabilité inter-individuelle chez les PVVIH dans les études de « vrai-vie » retrouve des valeurs 
proches à celles décrites dans les essais cliniques (coefficient de variation = 83%)(98).  
Un modèle de pharmacocinétique de population a été construit à partir de données 
pharmacocinétiques riches, issues des essais cliniques(99). Ce modèle a été développé pour (i) 
décrire la pharmacocinétique du DTG, (ii) rechercher des covariables expliquant la variabilité inter-
individuelle et (iii) conduire des analyses de pharmacocinétique-pharmacodynamique (PK-PD) 
d’efficacité et d’innocuité. Le modèle décrivant le mieux les données comprend un compartiment et 
une constante d’absorption, associé à un lag-time, et une constante d’élimination. Plusieurs 
covariables ont été identifiées. Les patients fumeurs avaient une clairance apparente d’élimination 
plus élevée, en comparaison aux patients non-fumeurs ou ayant arrêté de fumer. Pour les auteurs, la 
consommation de tabac a été identifiée comme facteur inducteur de plusieurs enzymes, dont le 
CYP3A4 et potentiellement l’UGT1A1.  Une différence du profil pharmacocinétique était observée 
entre les individus des deux sexes. Cette différence a été expliquée par les auteurs par une disparité 






tube digestif. Les auteurs ont observé une relation proportionnelle entre l’augmentation de l’âge et 
de la clairance. Cependant, ce résultat doit être confirmé, seule une faible proportion d’individus 
avait plus de 55 ans (<5%). Enfin, les concentrations les plus élevées de bilirubine étaient reliées à 
une clairance apparente d’élimination plus faible. Pour expliquer ce résultat, les auteurs ont proposé 
un mécanisme d’inhibition compétitive de la bilirubine sur le métabolisme du DTG. La recherche du 
polymorphisme de l’UGT1A1, comme effectué dans l’étude de Chen et al(95), pourrait également 
expliquer ce résultat. 
5. Diffusion du DTG dans les tissus 
La diffusion du DTG dans les tissus identifiés comme des compartiments contribue à l’interprétation 
des échecs virologiques. Des études ont exploré la diffusion du DTG dans les principaux 
compartiments, par des mesures de concentration dans le liquide cérébro-spinal (LCS) ou le plasma 
séminal. 
La diffusion du DTG dans le LCS a été évaluée dans une étude chez des patients VIH naïfs de 
traitement. Les mesures de concentrations libres plasmatiques et les concentrations totales dans le 
LCS étaient semblables(100). Ainsi, une mesure de la concentration libre plasmatique serait un bon 
reflet de l’exposition dans le LCS, dont l’accès est plus difficile. Toutefois, les échantillons ont été 
prélevés peu de temps après la prise et la valeur des concentrations 24 heures après la dernière prise 
n’est donc pas connue. Le ratio des concentrations totales LCS/plasmatiques montre une diffusion 
tissulaire médiocre (proche 0,5%), comparé au raltegravir (6%)(101). Ce résultat est probablement la 
conséquence de la forte liaison du DTG aux protéines plasmatiques, comparé au raltegravir (lié aux 
protéines plasmatiques à 83%(102)). Cependant, en dépit d’une diffusion médiocre, le quotient 
inhibiteur du DTG est bien supérieur à celui du raltegravir dans ce compartiment (quotient inhibiteur 
de 4,5 pour le raltegravir, 66 à 90 pour le DTG)(100). La décroissance virale était importante et rapide 
aussi bien dans le sang que dans le LCS dans cette étude chez le patient naïf. L’efficacité virologique 
considérable retrouvée dans ce compartiment était probablement aussi liée à la bonne diffusion des 
deux inhibiteurs nucléosidiques habituellement associés au DTG, à savoir l’abacavir et la lamivudine.  
L’exposition du DTG a également été explorée dans deux autres compartiments, le tissu génital et le 
tissu digestif. 
La comparaison des concentrations totales de DTG entre les plasmas sanguins et séminaux a révélé 






totales dans le plasma séminal sur le plasma sanguin moyen était proche de 7%. De plus, les 
concentrations totales du plasma séminal étaient inférieures à la concentration inhibitrice 90 (IC90) 
ajustée à la liaison protéique. Les mesures de concentrations libres n’ayant pas été réalisées, aucune 
comparaison à l’IC90 non ajustée à la liaison protéique n’a pu être réalisée. Les résultats de l’étude, et 
leurs implications sur l’interprétation pharmacologique, ont poussé les auteurs à conduire un autre 
essai incluant la détermination des concentrations libres dans le plasma séminal. Des travaux ont 
donc été menés chez des patients naïfs, avec des mesures de concentrations libres, mais aussi de 
charges virales sanguines et séminales(104). Les résultats ont révélé une fraction libre (ratio de la 
concentration libre sur la concentration totale) proche de 50% dans le plasma séminal. La 
concentration libre était ainsi bien supérieure à l’IC90, expliquant la décroissance importante de la 
charge virale observée dans ce compartiment (indétectabilité fréquemment obtenue en 4 semaines). 
Une étude a également combiné les mesures de DTG dans le tissu rectal (biopsie) chez des patients 
VIH(103). Les résultats ont révélé une diffusion rapide du DTG (dès la première heure) mais en faible 
proportion par rapport à la concentration plasmatique (17% du DTG plasmatique retrouvé dans les 
biopsies). La concentration en DTG demeurait cependant supérieure à l’IC90 ajustée à la liaison 
protéique pendant l’intégralité de l’inter-dose. 
La diffusion du DTG dans le liquide cervico-vaginal (LCV) a été analysée chez des sujets sains, à partir 
des mesures des concentrations totales plasmatiques et de prélèvements de LCV associés à des 
biopsies tissulaires cervicales et vaginales (105). Les concentrations dans le LCV représentaient 10% 
de la concentration plasmatique, avec une majorité des individus ayant des concentrations 
supérieures à l’IC90 ajustée à la liaison protéique. Ces valeurs étaient associées à une importante 
variabilité inter-individuelle (coefficient de variation de 72%). Le DTG diffusait rapidement dans les 
tissus (dès T3h, Tmax=6h) et persistait longtemps après l’arrêt (jusqu’à 72 heures).  
Une étude récente a également exploré la diffusion du DTG dans des ganglions. Les auteurs ont 
observé de faible quantité de DTG dans des biopsies de ganglions inguinaux, comparé aux autres 
substances de la même classe (raltegravir, elvitegravir)(45). 
En résumé, les études ont révélé une hétérogénéité du profil de diffusion du DTG dans les différents 
tissus, avec l’existence de sanctuaires où le DTG est présent à de faibles concentrations. Si la 
diffusion paraît être importante dans le LCS, comparé au seuil de l’IC50, et le tissu génital masculin, 






ganglions. L’étude combinant les mesures de concentrations libres dans le LCS et le plasma ont 
montré que la forme libre est un meilleur reflet que la concentration totale pour évaluer la diffusion 
du DTG dans ce tissu.  
6. Pharmacocinétique du DTG dans les populations particulières 
La pharmacocinétique du DTG a été explorée dans des sous-populations de PVVIH particulières, 
comme des patients insuffisants hépatiques ou rénaux mais aussi chez les femmes enceintes. Des 
mesures de concentrations libres ont été réalisées chez ces patients, les conditions 
physio/pathologiques étant susceptibles de conduire à une variation des concentrations libres et 
totales. 
Une étude a été réalisée chez des patients non VIH présentant une insuffisance hépatique modérée 
(score Child-Pugh 7-9). La pharmacocinétique du DTG chez ces individus a été comparée à un 
deuxième bras composé de sujets sains à fonction hépatique non altérée (106). Les paramètres 
pharmacocinétiques de concentration totale (Cmax, Cmin, ASC) étaient similaires entre les deux bras 
(ratio moyen ≤ 5%). L’intérêt de l’étude résidait surtout dans la mesure des concentrations libres 
plasmatiques. En effet, les résultats révélaient un écart majeur entre les deux groupes, avec des 
concentrations libres beaucoup plus élevées chez les insuffisants hépatiques. Un paramètre 
pharmacocinétique, probablement la clairance intrinsèque si l’on considère les patients étudiés, a 
donc été perturbé par l’insuffisance hépatique. Cependant, cette modification pharmacocinétique ne 
s’est pas répercutée sur les valeurs de concentrations totales.  
Une étude a exploré la pharmacocinétique du DTG chez des patient non VIH avec une clairance à la 
créatinine inférieure à 30 mL/min(107). Les résultats de concentrations libres (Cmin, Cmax) et totales 
(Cmax, ASC) ont été comparés à un groupe de sujets sains à fonction rénale conservée. Après une 
seule administration, les deux formes, libres et totales, étaient plus basses dans le groupe de patients 
à fonction rénale altérée. Les auteurs ont conclu (i) à une réduction de la clairance apparente 
d’élimination pour expliquer ces résultats, (ii) tout en indiquant que la diminution des concentrations 
totales était à l’origine de la baisse des concentrations libres. 
Les mesures de concentrations totales chez les femmes enceintes révèlent une diminution des 
paramètres d’exposition (ASC, Cmax, Cmin) à partir du second semestre(108,109). Puis en post partum, 
les concentrations redeviennent équivalentes à celles de la population générale. Une étude récente a 






l’exposition de la forme libre ne varie pas au cours de la grossesse. Ainsi, la pharmacocinétique de la 
forme libre du DTG, et la clairance d’élimination en particulier, n’est pas ou peu modifiée pendant la 
grossesse. La réduction des concentrations totales est donc secondaire à la modification d’un 
paramètre de liaison du DTG à l’albumine. La concentration de l’albumine diminue pendant la 
grossesse à partir du second semestre(111,112). C’est donc ce paramètre qui explique la divergence 
observée entre les formes libres et totales. Le DTG est une substance récente et, à ce jour, peu 
d’essais ont étudié l’innocuité du DTG pendant la grossesse. Le DTG n’est donc pas proposé en 
première intention à l’initiation de la grossesse. Cette décision a été renforcée suite à une alerte 
survenue au printemps 2018. Elle rapportait l’augmentation de la fréquence des anomalies de 
fermeture du tube neural chez les fœtus nés suite à une exposition au DTG pendant la 
grossesse(113). 
L’influence d’IMC extrêmes sur la pharmacocinétique du DTG n’a pas été étudiée. 
Dans le cadre de nos travaux, les résultats de l’étude conduite chez les patients insuffisants 
hépatiques sont importants(106). L’étude démontre que des concentrations totales peuvent être 
similaires entre plusieurs individus sans pour autant refléter la variabilité inter-individuelle des 
concentrations libres. Il est donc possible d’observer des désynchronisation entre les formes libres et 
totales du DTG. Par ailleurs, l’interprétation dans l’étude de cette discordance entre les formes libres 
et totales est étonnante. En effet, les auteurs ont utilisé les mesures de concentrations totales pour 
discuter de l’effet de l’insuffisance hépatique sur la clairance apparente. L’interprétation des 
rapports entre concentrations libres et totales était également erronée dans une étude menée par 
les auteurs de l’étude explorant la pharmacocinétique du DTG chez l’insuffisant rénal(107). Les 
premières données d’exploration chez la femme enceinte montrent également une divergence de 
variation entre les concentrations libres et totales. Le mécanisme de cette divergence est bien connu 
et ne devrait plus entraîner aujourd’hui d’adaptation de posologie erronée. Ces cas de figures 
soulignent l’intérêt de la forme libre, par rapport à un suivi des concentrations totales, dans 
l’exploration de la pharmacocinétique du DTG. 
7. Relations pharmacocinétiques-pharmacodynamiques 
Dans le cadre du STP appliqué chez les PVVIH, il est recommandé de suivre la concentration totale 






traitement, période où la charge virale est importante. Dans cette population de patient, une Cmin 
supérieure à 1 mg/L a été associée à une meilleure efficacité virologique du DTG(3,6,81).  
Les auteurs des études VIKING ont proposé une posologie de 50 mg en deux prises par jour(83). Dans 
ces essais, l’objectif de l’augmentation de la posologie était de maintenir un quotient inhibiteur élevé 
contre des virus avec des mutations de résistance sur l’intégrase. Cependant, ces études n’ont pas 
été assorties de mesures de concentrations. Il n’y a donc pas eu de recherche de relation 
pharmacocinétique-pharmacodynamique. 
De même, aucun seuil n’a été proposé dans les stratégies d’allègement thérapeutique. Une étude de 
DTG en monothérapie a constaté des échecs virologiques associés à des concentrations totales 
minimales supérieures à 1 mg/L(5). Chez certains patients, des virus avec mutations de résistance ont 
été isolés. Toutefois, ces échecs virologiques ne sont pas observés si le DTG est associé à une autre 
substance présentant un profil de diffusion important dans différents tissus, comme la 
lamivudine(88,90). Cette différence d’efficacité soulève l’hypothèse d’une quantité insuffisante de 
DTG dans certains compartiments, non expliquée par les concentrations totales. Ainsi, dans les 
situations d’échec en monothérapie, la concentration totale pourrait ne pas être un bon témoin des 
valeurs de concentrations libres. L’efficacité de l’association DTG/lamivudine, renforce l’hypothèse 
d’une quantité de DTG insuffisante dans certains tissus(114). 
Le DTG est une substance avec un profil de sécurité d’utilisation favorable. Cependant, des études 
ont révélé de fréquents de troubles neurocognitifs (entre 5 et 10% selon les études)(115,116). Ces 
effets se déclarent dès l’initiation du traitement, associant vertiges, maux de tête, insomnies, 
agitation, dépression, pensées suicidaires et anxiété. La question de la relation pharmacocinétique-
pharmacodynamique n’est à ce jour pas tout à fait résolue. Une étude récente a établi un lien entre 
la concentration totale maximale, avec une exposition élevée, et la survenue  d’effets 
neurocognitifs(117). 
Le suivi de la concentration totale paraît suffisant pour s’assurer de l’efficacité des substances 
pendant une trithérapie. Cependant, ces concentrations totales n’expliquaient pas des échecs dans 
certaines stratégies d’allègement ou en cas de neurotoxicité. Ces données montrent ainsi les limites 
d’un STP basé sur la concentration totale. L’intérêt de la forme libre comme marqueur 






éléments sur la diffusion dans les tissus ou sur l’exploration de la forme libre, abordés 
précédemment. 
8. Interactions médicamenteuses 
Dans une étude conduite en vie réelle, Cattaneo et al. ont montré que la Cmin du DTG est augmentée 
avec l’ATV (ASC multipliée d’un facteur 2), et inversement, diminuée avec le DRV boosté (98). 
L'association DTG/DRV/r ne paraît donc pas être une association intéressante sur le plan 
pharmacocinétique. L'association du DTG avec l'efavirenz et l'etravirine entraîne également une 
diminution de l'exposition de 57 et 71% respectivement (118). L'ajout de ritonavir à l'association 
DTG-etravirine compense cependant la diminution de concentrations décrite avec l'etravirine(119). 
Mais le mécanisme de cette double interaction, théoriquement inductrice, n’est pas expliqué. 
Le DTG ne doit pas être administré concomitamment à des cations divalents, ces derniers étant à 
l'origine d'une importante diminution de la biodisponibilité du DTG (de 40 à 75%). Le magnésium, 
l'aluminium, le calcium et le fer ferreux doivent être administrés 6h avant ou 2h après la prise de DTG 
(118,120). Cette interaction est liée au mécanisme d’action antirétroviral du DTG, qui chélate le 
magnésium utilisé par l’intégrase virale comme co-facteur enzymatique(76). 
Les inducteurs enzymatiques puissants du CYPA3A4 et de l’UGT1A1 entrainent une diminution de 
l'exposition en DTG. Ainsi la carbamazepine, tout comme la rifampicine, conduit à une diminution de 
50% de l'ASC du DTG (118,121). 
Le DTG de son côté provoque l'accumulation de metformine par inhibition du transporteur rénal 
OCT-2 (122). L'association doit donc être maniée avec prudence, celle-ci pouvant conduire à un 
risque d’acidose lactique, mortelle dans 50% des cas. Les doses maximales (1000 mg x 3 / j) de 
metformine sont donc déconseillées. 
B. Inhibiteurs de protéase  
1. Place dans la classe thérapeutique et la stratégie actuelle 
Les dernières substances commercialisées et encore régulièrement employées sont l’ATV et le DRV. 
Le DRVest considéré comme étant un IP de deuxième génération. En effet, ce dernier reste efficace 
face à des mutations de résistance impactant les autres IP. Les inhibiteurs de protéases (IP) doivent 






substances améliorent l’absorption et réduisent le métabolisme de cette classe d’antirétroviraux. Cet 
effet est obtenu par inhibition des enzymes du métabolisme (CYP3A4/5) et des protéines d’efflux (P-
gp notamment)(72). Ces potentialisateurs sont le ritonavir, développé initialement pour une activité 
antirétrovirale(123), et le cobicistat, commercialisé depuis 2013.  
2. Mécanisme d’action 
Les IP agissent très en aval du cycle viral(124). Ce sont de petites substances (les poids moléculaires 
du DRV et de l’ATV sont de 547,665 g/mol(125) et 704.855 g/mol(126), respectivement), qui se lient 
à la protéase virale. Les IP inhibent cette enzyme essentielle pour le clivage de pré-proprotéines 
nécessaires à la formation de virions infectieux. L’action des IP conduit donc à la production par les 
cellules hôtes de particules virales immatures incapables d’infecter d’autres cellules.  
3. Darunavir 
a) Evaluation de l’efficacité et de la sécurité d’utilisation lors des essais 
cliniques 
Plusieurs essais cliniques ont évalué l’efficacité du DRV en trithérapie dans différentes conditions. 
Son efficacité et son profil de sécurité d’utilisation ont été explorés chez des patients naïfs de 
traitements, pré-traités en succès virologique et en échec virologiques. Dans les différentes études, 
le DRV a montré sa non-infériorité ou sa supériorité sur le plan virologique (face au lopinavir par 
exemple). Les principaux résultats obtenus pour les essais de trithérapies mais aussi d’allègement 
thérapeutique sont résumés dans le tableau 13 de l’annexe 1-1 (127–142). Dans les essais de 
bithérapie, la stratégie DRV/ritonavir/lamivudine était non inférieure à la trithérapie (essai 
DUAL)(134) et conduisait à moins d’échec virologique, en comparaison avec la monothérapie (essai 
MOBIDIP)(135) . Dans les essais de monothérapie, les résultats divergeaient selon les études. L’étude 
MONOI(136,137) montrait la non infériorité de la monothérapie face à la trithérapie. Dans l’essai 
MONET(138–140), la monothérapie était non inférieure à la trithérapie à S48, mais un plus grand 
nombre d’échecs virologiques était ensuite observé à S144 dans le bras monothérapie. Ces échecs 
virologiques n’étaient pas expliqués par les mesures de concentrations totales plasmatiques. Enfin, 
dans l’étude PROTEA(141), la monothérapie de DRV était inférieure à la trithérapie en termes 







Le DRV doit obligatoirement être associé à un potentialisateur pharmacocinétique pour assurer une 
biodisponibilité orale optimale. En l’absence de ritonavir, le DRV est métabolisé rapidement par les 
CYP3A4/5 entérocytaires puis hépatiques. Aux doses actuelles (800 mg x 1 ou 600 mg x 2 par jour), 
les concentrations efficaces ne sont pas atteintes sans ritonavir. Le DRV est également substrat de la 
P-gp intestinale, qui limite son absorption en l’absence de ritonavir, inhibiteur efficace de ce 
transporteur d’efflux. L’ajout de 100 mg de ritonavir assure une absorption rapide et importante 
avec un Tmax compris entre 2,5 et 4 heures(125,143). 
Pour favoriser la solubilisation du DRV dans le tractus gastro-intestinal, le DRV doit être associé à une 
prise alimentaire, quelle que soit sa composition(144). La prise du DRV/ritonavir pendant un repas 
augmente l’ASC et la Cmax d’environ 40%, par rapport à une administration à jeun. Cet effet de 
l’alimentation est spécifique au DRV, l’exposition du ritonavir étant identique avec ou sans prise 
alimentaire (144). Le bol alimentaire favoriserait la solubilisation du DRV dans la lumière intestinale. 
L’effet du ritonavir sur la pharmacocinétique du DRV est considérable. Ainsi, la biodisponibilité orale 
passe de 37% à 82% avec l’association du ritonavir au DRV(145). L’ASC et la Cmax augmentent 
respectivement de 1316% et de 191% et les variabilités inter-individuelles de l’ASC et de la Cmax 
passent respectivement de 63% à 22% et de 42% à 22%. Ces données sont issues de mesures 
effectuées sur un faible effectif de sujets sains (145). L’absorption du DRV dépend de transporteurs 
membranaires présents à la surface des entérocytes. Le DRV est à la fois substrat de protéines 
d’influx, comme l’OATP1B1, ou de protéines d’efflux comme la P-gp et MRP2(146). Les protéines 
d’efflux sont inhibées par le ritonavir, qui améliore ainsi l’absorption mais aussi la diffusion du DRV 
dans les tissus. 
Le volume de distribution du DRV est majoré par la co-administration de ritonavir (Vd=130,8L contre 
88,1L avec ou sans ritonavir, calculé après administration intraveineuse (IV) de DRV) (145). Le DRV 
est fortement lié aux protéines plasmatiques (environ 95%). L’alpha-1 glycoprotéine acide (AAG) est 
la protéine de transport  plasmatique principale du DRV. L’albumine serait également impliquée, 
dans une moindre mesure, dans le transport plasmatique du DRV (absence de données détaillées) 
(145). L’exploration de la liaison du DRV reste cependant parcellaire. En effet, aucune étude ne décrit 






Le DRV est principalement métabolisé par le CYP3A4 hépatique(125,143). Trois métabolites 
conservent une faible activité (<10% par rapport au DRV) sur le VIH(147). La clairance d’élimination 
après administration d’une dose IV de DRV/ritonavir a été estimée à 5,9 L/h. La demi-vie 
d’élimination est proche des 15 heures (145,147).  
L’IMC, l’origine ethnique, l’âge et le sexe n’expliquent pas la variabilité inter-individuelle de la 
pharmacocinétique du DRV(148). Néanmoins, les IMC étudiés n’incluaient pas des valeurs extrêmes 
(<18 et >30kg/m²). 
Plusieurs modèles de pharmacocinétique de population sont décrits dans la littérature(14,149,150). 
Deux des trois études ont proposé un modèle mono-compartimental pour décrire la 
pharmacocinétique du DRV(149,150). L’originalité de deux études a été d’intégrer la concentration 
d’AAG dans le modèle de covariables (14,150). Molto et al(14) ont utilisé ces concentrations pour 
expliquer la variabilité du volume de distribution du compartiment périphérique. Une augmentation 
de la concentration d’AAG, d’après les résultats de l’étude, conduit à une diminution du volume de 
distribution. Les auteurs expliquaient ce lien par l’influence du taux d’AAG sur la fraction libre du DRV 
et in fine sur sa capacité à diffuser dans les tissus. Cette interprétation du rôle de la covariable n’est 
néanmoins pas conforme aux propriétés de la forme libre. En effet, seule la forme libre diffuse dans 
les compartiments. Or la concentration libre, et donc la capacité de la substance à diffuser, ne peut 
pas dépendre des concentrations des protéines de liaison plasmatiques. Brochot et al(150) ont 
exploité les taux d’AAG pour expliquer la variabilité de la clairance d’élimination dans leur modèle de 
covariable. La concentration d’AAG était intégrée dans le modèle avec la constante de dissociation 
(fixée) pour estimer la fraction libre (fu), dont le produit (1/fu) avec la clairance intrinsèque permettait 
d’estimer la clairance totale. Les auteurs n’expliquaient donc pas des variations de clairance 
intrinsèque mais des variations de clairance d’élimination totale (et donc indirectement des 
variations du nombre de sites de liaison). 
c) Diffusion du DRV dans les tissus 
Le DRV se révèle avoir un profil de diffusion modeste dans le LCS. Deux études(151,152) ont exploré 
les concentrations libres du DRV dans le LCS et dans le plasma. La protéinorachie est faible, 
comparée à la protéinémie (0,15 – 0,40 g/L dans le LCS, 64-83 g/L dans le plasma sanguin)(153). 
Ainsi, même si la concentration en protéine est faible, le DRV dans le LCS existe sous une forme libre 






97,2% dans le plasma(152). Les auteurs ont rapporté des ratios de concentrations libres LCS/plasma 
moyens compris entre 4 et 8%. Par ailleurs, ces valeurs de ratio variaient considérablement entre les 
individus(151,152). Le quotient inhibiteur, en utilisant la concentration libre, était en moyenne de 8 
et 28,1 dans les études de Delille et al (151) et Croteau et al(152), respectivement. Par ailleurs, il 
existait une corrélation entre les concentrations libres plasmatiques et du LCS (coefficient de 
corrélation de Spearman de 0,77 et 0,66 pour les études de Delille et al (151) et Croteau et al(152), 
respectivement). Par ailleurs, les concentrations libres plasmatiques étaient mieux corrélées que les 
concentrations totales plasmatiques aux concentrations rachidiennes (151,152).  
Le DRV est retrouvé à un niveau de concentration important dans le liquide cervico-vaginal(154). En 
effet, les concentrations mesurées dans cette étude sont proches voire supérieures à celles du 
plasma sanguin. 
Le DRV diffuse également bien dans le tissu génital masculin. Une étude(155) a mesuré les 
concentrations libres et totales dans le plasma séminal, sans donner les rapports des concentrations 
libres entre les plasma séminaux et sanguins. La concentration totale dans le sperme est bien 
inférieure à la concentration totale plasmatique (ratio plasma séminal/sanguin d’environ 10-
20%)(155). Cependant, la liaison de DRV aux protéines est beaucoup plus faible dans le sperme 
comparé au sang. La fraction libre calculée était proche de 86% (contre 6% dans le sang). Les 
mesures de concentration libre étaient supérieures à l’IC50 dans ce compartiment. Cette même étude 
a mesuré les concentrations de DRV dans des biopsies rectales. Les mesures rapportées indiquaient 
des concentrations en DRV plus élevées que celles mesurées dans le plasma. Cependant, les 
concentrations n’étant pas homogènes dans les différents segments du tube digestif, il est difficile de 
les interpréter. Fletcher et al ont ainsi démontré que les concentrations en DRV étaient plus élevées 
dans l’iléon que dans le rectum(43). 
Cette même étude de Fletcher et al a montré que les concentrations en DRV dans les ganglions 
étaient bien plus faibles que les concentrations plasmatiques(43). Pour les auteurs, cette faible 
diffusion dans ce compartiment pourrait expliquer des échecs virologiques. 
En résumé, le DRV présente un profil de diffusion hétérogène dans les différents compartiments. Le 
DRV est retrouvé à des concentrations efficaces dans les tissus génitaux et probablement une partie 
du tissu lymphoïde du tube digestif. En revanche, sa diffusion paraît être plus limitée dans le LCS et 






exposition insuffisante dans ces compartiments seraient susceptibles de déclarer un échec 
virologique.  
d) Pharmacocinétique du DRV dans les populations particulières 
Des études(156,157) ont exploré l’exposition de la forme totale du DRV chez des patients insuffisants 
hépatiques. Les deux études conduisent à des données contradictoires. Curran et al (156)ont 
combiné l’étude des formes totales et libres sur deux groupes de PVVIH, avec ou sans insuffisance 
hépatique (cirrhose chez patients co-infectés VIH-VHC). Les ASC et Cmin libres et totales avaient 
tendance (absence de significativité) à être plus élevées chez les patients cirrhotiques, comparées 
aux patients sans atteinte de la fonction hépatique. Ces différences s’expliqueraient par une 
clairance d’élimination plus basse chez les patients cirrhotiques. Cependant, les clairances n’étaient 
pas significativement différentes entre les deux groupes de patients. En revanche, le ritonavir, 
substance fortement lié aux protéines plasmatiques (liaison proche de 99%, sur l’AAG et 
l’albumine(72)), présentait des divergences de variations entre les formes libres et totales. Les 
marqueurs d’expositions de la forme libre (ASC, Cmax, Cmin) étaient plus élevés chez les patients 
cirrhotiques. En revanche, aucune différence dans les concentrations totales n’était observée entre 
les deux groupes de patients. Sekar et al (157)n’ont pas observé de différence d’expositions de 
concentration totales (ASC, Cmax, Cmin) entre les sujets sains et les patients avec une insuffisance 
hépatique légère et modérée. Aucune mesure de forme libre n’a été réalisée dans cette étude. 
A ce jour, il n’existe pas de données décrivant la pharmacocinétique du DRV chez le patient 
insuffisant rénal.  
Comme pour le DTG mais aussi l’ATV, les concentrations totales de DRV diminuent à partir du second 
trimestre de grossesse. De nombreuses études pharmacocinétiques ont mesuré les concentrations 
libres dans ce contexte, sans observer de modifications significatives de l’exposition (158–160). La 
baisse des concentrations totales observées  est une conséquence d’une réduction du taux l’alpha 1 
glycoprotéine acide (AAG)(161). 
En résumé, en dehors de la grossesse, aucune donnée de forme libre n’a montré de divergence de 
variation entre les formes libres et totales du DRV. Cependant, peu d’études, avec de faibles effectifs, 
se sont intéressées à la forme libre chez les sous-populations de PVVIH. Seul le ritonavir, dont le 
comportement de liaison est probablement proche de celui du DRV, a montré une 






existe donc un intérêt de rechercher cette divergence de variation pour le DRV dans d’autres sous-
populations de patients. 
e) Relation pharmacocinétiques-pharmacodynamiques 
Aucune étude de PK/PD n’a été conduite pour le DRV. Les concentrations cibles correspondent aux 
concentrations habituellement observées aux doses usuelles, issues des essais cliniques. Une valeur 
de référence de Cmin est proposée chez le patient prétraité en échec virologique (>2 mg/L). Une 
valeur de concentration efficace 50, ajustée à la liaison protéique (EC50 protein-adjusted), est 
également proposée (0,5 mg/L).  
Les études explorant l’efficacité du DRV en monothérapie ont révélé des échecs virologiques plus 
fréquents, comparés aux stratégies de trithérapie, avec deux inhibiteurs nucléosidiques. Les mesures 
de Cmin ne permettaient cependant pas de distinguer les patients en succès ou en échec 
virologique(7).  
Le DRV est une substance avec un profil de sécurité d’utilisation favorable. Il n’a pas été décrit de 
toxicité spécifique liée au DRV. Les effets indésirables sont habituellement secondaires à l’utilisation 
du ritonavir. Ainsi, aucun seuil de concentration toxique n’a été établi pour le DRV à ce jour. 
4. Atazanavir 
L’ATV n’est plus recommandé en première intention chez le patient naïf, mais il fait encore partie de 
la thérapeutique antirétrovirale chez de nombreux patients. Par ailleurs, cet antirétroviral conserve 
une place dans les stratégies d’allègement(2), justifiant l’exploration de la forme libre.  
a) Evaluation de l’efficacité et de la sécurité d’utilisation lors des essais 
cliniques 
Lors des essais cliniques (décrits dans le tableau 14 d’annexe 1-1), l’ATV a montré sa non infériorité 
en termes d’efficacité par rapport au lopinavir, aussi bien chez les patients naïfs que pré-
traités(162,163). Deux stratégies d’allègement thérapeutique ont été principalement étudiées avec 
l’ATV. La première combine l’ATV/r à la lamivudine et a montré son intérêt sur le maintien de 
l’efficacité à long terme(164,165). La seconde consiste en une monothérapie d’ATV/r. En raison d’une 
proportion importante d’échecs virologiques, cette stratégie n’est pas recommandée(2,166,167). 






même si elle nécessite le maintien d’une trithérapie. Cette stratégie a montré son efficacité (essais 
ARIES et ASSURE) tout en améliorant le bilan lipidique des patients(168,169).  
b) Pharmacocinétique 
L’ATV, à la dose de 300 mg, est associé à 100 mg de ritonavir pour améliorer son 
absorption(170,171). En effet, l’ATV subit un efflux, notamment via la P-gp, au niveau de la barrière 
entérocytaire. Il est également substrat du CYP3A4, présent dans les entérocytes et les 
hépatocytes(170,171). Ces différents systèmes protéiques, limitant l’exposition de l’ATV, sont inhibés 
par le ritonavir. Le ritonavir favorise également la diffusion de l’ATV dans différents tissus en inhibant 
les pompes d’efflux comme la P-gp(170,171), qui est largement distribué dans l’organisme(42). 
L’exposition est améliorée par la prise de nourriture (+70% ASC et +57% Cmax lors d’une 
administration avec un repas léger, en comparaison à une prise à jeun). La pharmacocinétique de 
l’ATV est non linéaire sur l’intervalle de dose 200 - 800 mg, avec une absence de proportionnalité 
entre l’ASC, la Cmax et la modification de la dose(170,171). Pour une absorption optimale, le pH 
gastrique doit être acide. Cette caractéristique explique l’interaction avec les inhibiteurs de la pompe 
à proton, et dans une moindre mesure, avec les anti-H2(11,172). 
L’ATV est métabolisé dans les hépatocytes par les CYP3A4/5, en deux métabolites 
pharmacologiquement inactifs(170,171). La majorité de la substance est éliminée via la bile puis les 
fèces (79%, dont 20% sous forme inchangée) et en partie par l’urine (13% dont 7% sous forme 
inchangée). Le ritonavir inhibe le métabolisme de l’ATV, expliquant les différences de demi-vies 
d’élimination (T1/2 d’environ 8 heures ou 6,5 heures, avec ou sans ritonavir, respectivement) 
(170,171). 
L’ATV se lie fortement aux protéines plasmatiques (86%), majoritairement à l’alpha-1-glycoprotéine 
acide (AAG) (11,170,171). Barrail Tran et al (173)ont étudié in vitro et chez des patients VIH la liaison 
de l’ATV aux protéines plasmatiques. Dans les essais in vitro, les auteurs ont observé une liaison 
importante, spécifique et saturable, à des concentrations supra-thérapeutiques, à l’AAG. Les essais 
sur l’albumine révélaient une liaison de faible affinité et non saturable. Cette étude a permis d’établir 
des valeurs de constante d’affinité et un nombre de sites de liaison. Ces résultats ont été obtenus par 
ultrafiltration (2000 g, 30°C, 120 minutes). Mais aucun détail n’est donné sur la méthode utilisée 
pour calculer les paramètres de liaison (la méthode Scatchard avait été utilisée dans un article 






Plusieurs modèles ont été construits pour décrire et prédire la pharmacocinétique de l’ATV(175–
178). Les valeurs moyennes des paramètres pharmacocinétiques individuels estimés étaient 
relativement similaires entre les études. Dans les quatre études, basées sur des données de patients 
et/ou de sujets sains, les auteurs ont développé des modèles monocompartimental, avec un lag-time 
sur la phase d’absorption. Le niveau d’exposition au ritonavir était une covariable commune dans les 
trois études. L’étude de Schipani et al(177) s’est intéressée au polymorphisme de PXR, protéine 
conditionnant la transcription de gènes comme le CYP3A. Les patients avec un polymorphisme 
associé à une activation plus importante de PXR présentaient une clairance d’élimination plus 
importante de l’ATV. Cette différence de clairance d’élimination s’expliquerait par un métabolisme 
plus élevé chez les patients porteurs de ce polymorphisme. Par ailleurs, une prise vespérale 
conduisait à une absorption plus importante de l’ATV, comparé à une prise matinale. Les auteurs 
n’ont pas proposé de mécanisme pour expliquer ces aspects chronopharmacologiques. 
c) Diffusion de l’ATV dans les tissus 
L’ATV ne présente pas un profil de diffusion favorable dans le LCS. Le rapport des concentrations 
totales entre le LCS et le plasma est proche de 1%(179). Une autre étude a comparé les 
concentrations libres plasmatiques et dans le LCS(151). Les auteurs ont observé un rapport des 
concentrations libres LCS/plasma de 8%, supérieur à celui décrit pour le DRV dans la même étude. 
Cependant, les concentrations libres d’ATV étaient majoritairement inférieures à l’IC50 d’un virus 
sauvage (Cu,ATV=0,6 ng/ml ; IC50= 1,7 ng/ml). Le quotient inhibiteur de l’ATV dans ce compartiment est 
donc faible (0,4 en moyenne).  
La distribution de l’ATV dans les tissus génitaux est plus importante, d’après les résultats d’une étude 
se basant sur les mesures de concentrations totales. Les concentrations dans le plasma séminal et les 
sécrétions vaginales correspondaient à 10 et 18% de la concentration plasmatique sanguine, 
respectivement(180). Cependant, aucune mesure de concentration libre n’a été réalisée pour l’ATV 
dans ces matrices biologiques. 
Dans l’étude de Fletcher et al (43)les concentrations d’ATV dans les ganglions étaient relativement 
faibles, comparés aux concentrations plasmatiques sanguines. Par ailleurs, les concentrations 
mesurées lors de cette même étude dans l’iléon et le rectum traduisaient également des expositions 






En résumé, l’ATV présente un profil de diffusion limité dans la plupart des compartiments, en dehors 
des tissus génitaux. Ces résultats pourraient expliquer (i) les échecs virologiques observés lors de 
monothérapies par ATV et (ii) le risque d’émergence de réplication dans le SNC lors de l’arrêt du 
ritonavir. 
d) Pharmacocinétique de l’ATV dans les populations particulières 
L’insuffisance hépatique altère considérablement la pharmacocinétique de l’ATV. Ainsi, chez des 
patients présentant une insuffisance hépatique modérée à sévère, l’ASC augmentait en moyenne de 
42%. Une étude testant une dose de 400 mg d’ATV sans ritonavir a été réalisée chez des patients VIH 
avec une insuffisance hépatique modérée ou sévère. Les concentrations minimales obtenues étaient 
comprises dans l’intervalle thérapeutique. Cependant l’étude a été effectuée sur un faible effectif, 
avec une variabilité inter-individuelle importante (coefficient de variation=76% ; valeurs des ASC). Les 
auteurs recommandaient donc un STP pour individualiser la posologie (171,181). 
Peu de données décrivent la pharmacocinétique de l’ATV chez les patients avec une maladie rénale 
chronique, avec ou sans hémodialyse. Une étude comparant la pharmacocinétique de l’ATV entre 
des sujets sains et des patients hémodialysés a observé une réduction de la concentration totale chez 
les hémodialysés. Aucun mécanisme n’a été proposé pour expliquer ce résultat. Chez le patient 
dialysé, un STP est donc recommandé pour individualiser la dose(11,182,183). 
Comme pour le DTG et le DRV, la forte liaison aux protéines plasmatiques et l’hémodilution de la 
grossesse expliquent la baisse des concentrations totales de l’ATV à partir du second trimestre. 
Cependant, la concentration libre demeure inchangée. Il n’est ainsi pas nécessaire d’adapter la 
posologie chez la femme enceinte.  
Les données de la forme libre dans les sous-populations de PVVIH sont inexistantes, en dehors des 
études menées lors de la grossesse. Seul ce cas particulier révèle une divergence des variations des 
concentrations libres et totales, pouvant conduire à une interprétation erronée de la forme totale 
d’une part et à une adaptation de dose injustifiée d’autre part.  
e) Toxicité associée à une stratégie basée sur l’ATV 
Inhibiteur compétitif de l’UGT1A1, l’ATV peut entraîner une hyperbilirubinémie (HB) à bilirubine 
libre. La survenue d’une HB dépend de la concentration d’ATV. Plus la concentration d’ATV est 






d’HB est augmentée d’un facteur trois. L’association au ritonavir augmentant l’exposition de l’ATV, la 
probabilité d’une HB sous ATV/ritonavir est plus importante, comparée aux patients prenant de l’ATV 
seul (184,185). Cependant, des résultats ont montré que des concentrations totales inférieures au 
seuil de toxicité pouvaient quand même être associées à une HB(186). La forme libre de l’ATV, 
capable de diffuser dans les hépatocytes, est susceptible d’expliquer les HB survenant à des 
concentrations totales inférieures au seuil de toxicité.  
L’utilisation combinée d’ATV et de ritonavir a un effet péjoratif sur le bilan lipidique, en particulier 
sur le taux de triglycérides. Ce trouble lipidique a initialement été associé à une sur-exposition à 
l’ATV, sans explorer l’effet du ritonavir. Lors des essais évaluant l’arrêt du ritonavir, les bilans 
lipidiques se sont normalisés, imputant l’effet dyslipidémiant au ritonavir. Néanmoins, les patients 
conservant une exposition importante d’ATV sans ritonavir présentaient plus de perturbations 
lipidiques. Ainsi, l’ATV présente également un effet dyslipidémiant concentration 
dépendant(184,185).  
f) Relation pharmacocinétique-pharmacodynamique 
Un intervalle thérapeutique, basé sur une mesure de la concentration minimale, est proposé pour 
l’ATV(3). Celui-ci est compris entre 0,2 et 0,8 mg/L. Le seuil d’efficacité a été défini à partir de l’IC50 
ajustée aux protéines (environ 10 fois l’IC50 protein-adjusted à 14 ng/ml)(187). La concentration 
toxique a été définie par la probabilité de survenue d’une hyperbilirubinémie à bilirubine libre (HB). 
Ainsi, une Cmin supérieure à 0,8 mg/L augmente d’un facteur trois la probabilité de survenue d’une 
HB(71).  
5. Interactions associées aux inhibiteurs de protéase 
L’ATV et le DRV sont deux substrats des CYP3A4/5 et de pompes d’efflux, comme la P-
gp(125,143,170,171). En inhibant les CYP et les transporteurs d’efflux, le ritonavir assure une 
exposition optimale des deux antirétroviraux pour une prise quotidienne. Toute substance inhibant 
l’activité de ces protéines s’associera à l’effet du ritonavir, avec un risque majoré d’effet indésirable, 
notamment pour l’ATV. En revanche, la présence du ritonavir peut maintenir une exposition efficace 
lors d’une co-prescription avec un inducteur enzymatique, comme l’etravirine ou la rifampicine. 
Le ritonavir n’est pas uniquement un inhibiteur des CYP3A. Il exerce également une inhibition 






pregnan X receptor (PXR), le ritonavir est un inducteur enzymatique pour les protéines CYP 1A2, 2C9, 
2C19 mais aussi UGT1A1(188). L’étendue de l’action du ritonavir explique son implication dans de 
nombreuses interactions médicamenteuses, reportées dans le tableau 15 de l’annexe 1-1. 
L’ATV possède un effet inhibiteur propre du CYP3A4/5 et de la P-gp qui pourra conduire à des 







IV. Forme libre et forme totale 
A. Notions de fraction libre 
Dans le compartiment vasculaire, les substances peuvent être liées aux protéines plasmatiques. Il 
existe une grande variabilité dans l’importance de la liaison aux protéines plasmatiques entre les 
substances. Certains médicaments sont faiblement liés aux protéines plasmatiques (0-10%). D’autres, 
comme les trois antirétroviraux étudiés, sont fortement fixés aux protéines plasmatiques (liaison aux 
protéines >85%). Les liaisons sont majoritairement réversibles et constituées de liaison dites faibles 
(hydrophobes, hydrogène par exemple)(8). Il existe donc un équilibre constant entre la forme liée et 
la forme libre, faisant intervenir une constante d’affinité (Ka) (unité mol/L) et la concentration 
molaires en protéine de liaison. Dans la suite de ce chapitre, toutes les concentrations  sont 
exprimées en molaires. 
Deux équations mettent en relation les concentrations libres et liées : 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 + 𝐶𝑏     Eq.V-1 
Avec Ct, la concentration totale ; Cu, la concentration libre ; Cb, la concentration liée aux protéines 
plasmatiques. 




    Eq.V-2 
Avec fu, la fraction libre (un scalaire); Cu, la concentration libre ; Ct, la concentration totale libre et 
liée. 
Si l’on considère la relation entre la substance et les protéines liaison, avec la formation d’un 
complexe substance-protéine de liaison, on retrouve la relation suivante : 
𝐶𝑢 ↔  𝐶𝑏 − 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒  Eq.V-3 
Qui peut se réécrire, s’il n’existe qu’un seul site de liaison: 
𝐶𝑏 + 𝑃𝐿 = 𝐵𝑚𝑎𝑥    Eq.V-4 






Il est possible de définir dans les conditions d’équilibre la notion de constante d’affinité (Ka) avec 




     Eq.V-5 
Et en intégrant  Bmax de l’équation 4 on obtient : 
𝐶𝑏 = 𝐾𝑎(𝐵𝑚𝑎𝑥 − 𝐶𝑏) × 𝐶𝑢   Eq.V-6 




    Eq.V-7 
Avec Kd, constante de dissociation (inverse de la constante d’association avec une dimension de 
mol/L) ;  




+ 𝐶𝑢    Eq.V-8 
Et en associant les équations 2 et 8, on obtient une équation générale donnant la fraction libre en 






   Eq.V-9 
Dans les situations où la concentration libre est très inférieure au Kd, l’équation 9 peut être simplifiée 




    Eq.V-10A 
Qui peut être reformulée selon l’équation suivante 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 × (1 +
𝐵𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑑
)    Eq.V-10B 
Et finalement  
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 × (
𝐾𝑑+𝐵𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑑
)    Eq.V-10C 






L’inspection de l’équation 10 indique que fu va dépendre pour une majorité de médicaments de deux 
facteurs: (i) la concentration molaire de la protéine de transport qui est une donnée physiologique 
propre à chaque patient et qui peut varier avec  des évènements physiologiques (grossesse, âge…) ou 
physiopathologiques (inflammation, insuffisance hépatique, …) et (ii) la valeur de la constante de 
dissociation à l’équilibre qui elle aussi peut se trouver modifiée par  des altérations de la protéine, ou 
des compétitions entre médicaments par exemple. 
Ainsi, on constate que seule la forme totale, et non la libre, dépend de la constante de dissociation et 
de la concentration en protéine de liaison. Le Kd et le Bmax sont deux paramètres susceptibles d’être 
des sources de variabilité inter-individuelles des profils pharmacocinétiques de la forme totale. La 
variabilité inter-individuelle des concentrations totales faisant suite à des modifications de ces 
paramètres est désormais bien illustréchez les femmes enceintes. Elle peut également être suspectée 
avec le DTG et le ritonavir chez les individus insuffisants hépatiques(106,156). Le Bmax et le Kd peuvent 
donc expliquer des divergences de variations entre les formes libres et totales. Ces divergences 
conduisent donc à des difficultés dans l’interprétation des concentrations totales et justifie la mesure 
des concentrations libres. Cependant, cette source de variabilité est mal décrite à ce jour, peu 
d’études ayant exploré la variabilité inter-individuelle du Bmax et du Kd. Néanmoins, une variabilité 
inter-individuelle importante de la fraction libre peut être un témoin indirect de la variation de ces 
paramètres.  
Dans nos travaux, nous nous sommes intéressés à l’étude de ces paramètres pour comprendre des 
divergences de variations entre les concentrations libres et totales. 
B. Intérêts pharmacocinétiques et pharmacodynamiques 
La forme libre est capable de diffuser dans les tissus et rentrer dans les cellules(8). C’est en se basant 
sur cette propriété que l’on considère que les relations pharmacocinétiques/pharmacodynamiques 
reposent sur la concentration libre.  
Les antirétroviraux étudiés subissent un métabolisme hépatique important(76,92,125,143,170,171). 
On peut ainsi écrire : 
𝐶𝐿𝑡~𝐶𝐿ℎ = 𝑄ℎ × 𝐸ℎ  Eq.V-11 







Le coefficient d’extraction hépatique (Eh) correspond à la concentration de substance retrouvée dans 
le sang, après un seul  passage par la circulation hépatique(8). Selon le principe de Fick(189), ce 
coefficient peut s’exprimer selon l’équation suivante: 
𝐸ℎ =  
𝐶𝑎−𝐶𝑣 
𝐶𝑎
   Eq.V-12 
Avec Eh, coefficient d’extraction hépatique ; Ca, concentration totale en médicament dans le sang 
artériel (en amont du foie) ; Cv, concentration totale veineuse (en aval du foie). 
Cette équation aide à comprendre le rôle d’extraction au niveau hépatique. Le foie va ainsi extraire le 
médicament de la circulation pour le métaboliser. On considère les concentrations totales pour 
calculer Eh, qui s’écrit aussi selon la relation suivante : 
𝐸ℎ =  
𝑓𝑢×𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡  
𝑄ℎ+𝑓𝑢×𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡 
    Eq.V-13 
Or les trois antirétroviraux ont un coefficient d’extraction hépatique considéré comme faible (Eh<0,3 ; 
la clairance totale apparente des trois substances est nettement inférieure au débit sanguin 
hépatique, 1,5 L/min). Le terme de clairance intrinsèque apparaît (CLint). La clairance intrinsèque 
correspond à à l’activité hépatocellulaire (ne prenant donc pas en compte la liaison des substances 
aux protéines plasmatiques ou le débit sanguin). Si les substances sont substrats d’enzymes ou de 
protéines de transports, la CLint reflète l’activité de ces protéines(8). On en déduit que le produit fu x 
CLint est très inférieur au débit sanguin hépatique. 
L’équation 11 peut ainsi être simplifiée, en intégrant fu x CLint << Qh : 




𝐶𝐿ℎ = 𝑓𝑢 × 𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡     Eq.V-15 
Par ailleurs, lorsque les concentrations ont atteint l’état d’équilibre, elles peuvent être exprimées 












Avec Cu,eq, la concentration libre à l’équilibre ; VE, la vitesse d’entrée ; VS, la vitesse de sortie de la 
substance de l’organisme ; CLu, la clairance d’élimination de la forme libre, correspondant à la 
clairance intrinsèque (CLint).  






    Eq.V-17 
Avec Ct,eq, la concentration totale à l’équilibre ; VE, la vitesse d’entrée ; VS, la vitesse de sortie de la 
substance de l’organisme ; CLt, la clairance de la forme totale. 
Or la clairance totale correspond à la clairance hépatique pour les trois antirétroviraux d’intérêt et 
peut être exprimée selon l’équation suivante: 
𝐶𝐿ℎ = 𝐶𝐿𝑡  = 𝑓𝑢 × 𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡    Eq.V-18 
Ainsi, à l’équilibre, si l’on considère les équations calculant les clairances des formes libres (Eq.V-16) 
et totales (Eq.V-17), on constate que les variations de : 
- la concentration libre (Cu), ne dépendent que de la CLint et de la dose absorbée 
- la concentration totale (Ct), dépendent de la CLint et de la dose absorbée mais aussi de la 
fraction libre (fu). 
Or l’équation 10 nous rappelle que la fu dépend de la Cu et de deux paramètres, le Kd et le Bmax. Il 
existe donc deux facteurs supplémentaires pouvant expliquer une variation de Ct entre les individus. 
Cette variation peut intervenir sans que la Cu ne soit modifiée. Pour évaluer la clairance, il paraît donc 
préférable de suivre la concentration libre plutôt que la concentration totale. Ce cas de figure a bien 
été illustrée (mais mal interprété) dans l’étude de la pharmacocinétique du DTG chez le patient 
insuffisant hépatique(106). Elle a également été observée avec le ritonavir, dans l’étude de l’effet 
d’un défaut de la fonction hépatique sur les pharmacocinétiques du DRV et du ritonavir(156). 
Dans nos travaux, nous avons donc utilisé la concentration libre pour évaluer la clairance 
d’élimination des trois antirétroviraux. 
C. Méthodes de mesure de la concentration 






- Une méthode analytique capable de mesurer les concentrations libres et totales dans 
l’intervalle des valeurs théoriques de la forme libre. Le plus souvent, elle repose sur une 
technique de chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse(190). La mise en 
place et la validation analytique de ce dosage est normée par des recommandations 
internationales(191,192). 
- Une méthode isolant la forme libre de la forme totale ou liée. Deux techniques sont 
fréquemment utilisées, la dialyse à l’équilibre et l’ultrafiltration(13). Chacune d’entre elle 
présente ses propres avantages et inconvénients. A l’inverse des méthodes 
chromatographiques, aucun consensus ne détaille les étapes à suivre pour le développement 
d’une technique isolant la forme libre. 
1. Méthode de mesure des concentrations libres et totales 
La chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse assure une mesure sensible et 
spécifique des substances, comme les antirétroviraux, en réduisant la durée et le nombre d’étapes 
avant le dosage(190). Par ailleurs avec cette méthode, il est possible de mesurer avec une même 
technique les concentrations libres et totales, dans une matrice biologique ou dans un tampon. 
Pour s’assurer de l’exactitude de la mesure de concentrations, des référentiels (FDA, EMA) proposent 
une procédure pour la validation de la méthode de dosage. Il est ainsi nécessaire de vérifier plusieurs 
caractéristiques, comme la reproductibilité et la répétabilité de la méthode (qui permettent de 
déterminer l’exactitude et la précision) ou la stabilité de la substance mesurée. 
Lors de nos travaux, dans l’objectif d’évaluer les performances de nos méthodes de dosage, nous 
avons suivi les recommandations de la FDA et de l’EMA pour la mesure des concentrations libres et 
totales du DTG, du DRV et de l’ATV. Cependant, ces deux organismes ne proposent pas de référentiel 
pour évaluer les performances des méthodes isolant la forme libre de la forme liée. 
2. Dialyse à l’équilibre(13) 
Le mode de fonctionnement de la dialyse à l’équilibre (DE) est le suivant. Une cellule de dialyse est 
composée de deux réservoirs séparés par une membrane semi-perméable. En effet, cette membrane 
est perméable aux substances libres et imperméable aux substances liées aux protéines. Le seuil du 
filtre est habituellement de 30 kDa. Il est recommandé de procéder à un pré-traitement de la 






l’essai. L’échantillon de plasma à analyser et le tampon sont placés dans leurs réservoirs respectifs, 
de part et d’autre de la membrane semi-perméable.  
L’objectif d’une étude de la liaison par DE est de s’approcher des conditions physiologiques pour 
obtenir un équilibre de liaison proche de celui retrouvé chez un individu. Ainsi, le tampon utilisé a 
une concentration en ions et un pH (pH=7,4) qui sont proches des valeurs retrouvées dans le plasma. 
Par ailleurs, le système de dialyse peut être placé à température physiologique (37°C). En effet, le pH 
et la température sont des conditions expérimentales influençant l’équilibre de liaison(13). Il est 
donc essentiel de maîtriser ces paramètres pour l’analyse de la forme libre. Par ailleurs, le système 
est maintenu en rotation continue pendant toute la durée de la dialyse afin d’arriver plus rapidement 
à l’équilibre de liaison.  
Après avoir atteint l’équilibre de liaison, les liquides de chaque réservoir sont récupérés et les 
concentrations de la substance d’intérêt sont mesurées. A la fin de la dialyse, la concentration de la 
substance explorée dans le réservoir « tampon » est en équilibre avec la concentration libre dans le 
réservoir « plasma ». Ainsi, la concentration dans le réservoir « plasma » représente la concentration 




  Eq. V-19 
Le temps nécessaire pour atteindre l’équilibre est une étape limitante dans l’analyse par DE. Pour 
une interprétation exacte des résultats, la concentration libre dans le réservoir « tampon » doit être 
mesurée à l’équilibre de liaison. Ainsi, la première étape d’une validation de méthode par DE consiste 
à définir le temps de dialyse nécessaire pour atteindre cet équilibre. Ce dernier est considéré atteint 
lorsque la fu ne varie plus au cours du temps. 
Des phénomènes d’adsorption au dispositif, appelés liaisons non-spécifiques (LNS), peuvent survenir 
avec la membrane semi-perméable et/ou les cellules de dialyse. Même si ce phénomène est peu 
important, il doit obligatoirement être évalué avant de poursuivre l’analyse. 







Figure 3: Représentation de la méthode de la dialyse à l’équilibre(193) 
3. Ultrafiltration(13) 
L’ultrafiltration (UF) est la technique la plus utilisée dans les études explorant la forme libre des 
médicaments. En effet, cette méthode est beaucoup plus rapide que la dialyse à l’équilibre et ne 
requiert qu’un faible volume de plasma (100 µL minimum contre 1 mL pour la DE). Cependant une 
validation de méthode rigoureuse est nécessaire avant son utilisation.  
La figure 4 représente le dispositif et l’étape d’ultrafiltration. 
 
Figure 4Principes du phénomène d’ultrafiltration. Figures issues de la notice du fournisseur. a/ : éléments constituant la 
cheminée d’UF ; b/ : dépôt du plasma à analyser dans la tête de la cheminée ; c/ : ultrafiltration pendant la centrifugation. 
Le mode opératoire (détails dans la figure 4) de l’UF est le suivant. L’échantillon de plasma est 






de l’étape de centrifugation qui suit, le filtre laisse passer l’eau et les substances de taille inférieure 
au tamisage (30kDa habituellement). Les substances présentant un poids moléculaire plus élevé, 
comme les protéines plasmatiques, ne franchissent pas le filtre pendant la centrifugation. La 
concentration mesurée dans le réceptacle inférieur correspond à la Cu, la concentration totale devant 
être mesurée dans le plasma avant la centrifugation. De la même manière qu’avec la DE, la fu est 




  Eq. V-19 
Il est recommandé de pré-laver le filtre du dispositif avant son utilisation. Différentes solutions 
peuvent être envisagées pour le pré-lavage (eau ou soude). Après avoir déposé la solution dans la 
cheminée, une centrifugation est réalisée, l’ultrafiltrat obtenu est jeté puis le dispositif est utilisé 
rapidement pour effectuer l’ultrafiltration du plasma. L’étape de pré-lavage aide à réduire les LNS. 
L’UF présente l’avantage d’être rapide et facile d’utilisation. Elle ne nécessite pas de tampon et peut 
être utilisée pour étudier la fraction libre de différents liquides biologiques. 
Cependant, il existe trois inconvénients majeurs à l’UF : 
- L’étude de la forme libre n’est pas effectuée à l’équilibre de liaison. Au cours de l’UF, la 
concentration de l’échantillon dans la cheminée peut être modifiée (augmentée) et conduire 
à un déséquilibre de liaison. La conséquence pourrait être une libération de substance 
initialement liée. Pour éviter ce phénomène, le volume d’ultrafiltrat ne doit pas dépasser 10 
à 15% du volume de plasma initiallement déposé dans la cheminée(13). 
- Des phénomènes de LNS avec le filtre et/ou le dispositif d’UF sont décrits pour plusieurs 
substances(13). Les LNS seraient beaucoup plus importants avec l’UF, comparée à la DE. Il est 
donc primordial de quantifier les LNS pour une méthode d’UF. 
- La température est un paramètre susceptible d’influencer l’UF. En effet, des travaux 
comparant l’étude de la forme libre par DE et UF ont relevé des différences de fraction libre 










 Tableau 3: fu déterminées à l’aide de la dialyse à l’équilibre et de l’ultrafiltration pour différentes températures. 
D’autres paramètres comme la durée et la force de centrifugation interviendraient sur la valeur la de 
fraction libre après UF. 
La DE est une méthode inadaptée à une activité hospitalière, si de multiples échantillons doivent être 
analysés sur un intervalle de temps très court (<24 heures). Et il n’est pas possible d’utiliser l’UF sans 
maîtriser des facteurs de variabilité tels que la vitesse et la durée de centrifugation, la température 
appliquée. Il est donc préférable de valider les conditions expérimentales d’UF par rapport à la 
méthode référence, la DE. Ceci permet de retrouver des valeurs de faction libre identiques quelle 
que soit la technique employée. 
Dans nos travaux, nous avons utilisé ces deux méthodes pour explorer la forme libre du DTG, du DRV 
et de l’ATV. La DE a également servi de référence pour étudier la fraction libre de ces trois 
antirétroviraux d’une part et établir les différentes conditions expérimentales appliquées à l’UF 
conduisant à des valeurs de fraction libre identiques à celles obtenues avec la DE d’autre part.  
D. Protéines de transport plasmatique 
 
Deux protéines sont impliquées dans le transport des antirétroviraux dans le plasma : l’albumine, sur 
laquelle se lie le DTG(10), et l’alpha-1-glycoprotéines acide (AAG), liant le DRV et de l’ATV(11,12). Ces 
deux protéines ont en commun une synthèse hépatocytaire(161,196). Ainsi, une insuffisance 
hépatique ou une dénutrition sont susceptibles de conduire à une réduction de leur production et 






Ultrafiltration (fu,%) 14,2 26,3 
Jung et al(194) 




Ultrafiltration (fu,%) 40.9 45.0 
Brors et al(195) 








comme dans la grossesse, diminuent aussi leur concentration plasmatique(161,196), et donc le Bmax. 
A l’inverse, pour l’AAG, le Bmax peut augmenter, par exemple lors d’une inflammation(161). Dans ces 
conditions, il existe un intérêt à mesurer la concentration en protéine de liaison.  
Les deux protéines ont aussi une fonction de transport des substances endogènes(161,196). Ces 
ligands sont donc susceptibles d’entrer en compétition sur les sites de liaison et réduire la proportion 
de substances liées, par réduction de l’affinité de la liaison(161,196). Ce phénomène de compétition 
peut également survenir avec des co-médications(161,196). Par ailleurs, pour les deux protéines, il 
existe un polymorphisme génétique mais aussi des modifications post-traductionnelles susceptibles 
de changer l’affinité de liaison. 
1. Albumine 
 
L’albumine est une protéine de masse molaire de 65 kDa (65000 g/mol)(196). Les valeurs de 
référence chez l’adulte sont de 35-52 g/L (540 – 800 µM)(196). En dehors des conditions discutées 
précédemment, il est rare d’observer d’importantes variations de l’albumine. 
L’albumine fixe de nombreux ligands endogènes comme les acides gras, les stéroïdes, les hormones 
thyroïdiennes, l’urée ou la bilirubine(196). Certains de ces composés, comme les triglycérides, l’urée 
ou la bilirubine peuvent s’accumuler dans certaines pathologies (dyslipidémie, maladie rénale 
chronique, syndrome de Gilbert)(153). L’albumine transporte également de nombreux 
xénobiotiques, en particulier les médicaments. Les médicaments des classes suivantes sont décrits 
pour être fortement liées à l’albumine (>85%) : antihypertenseurs, antidiabétiques oraux (famille des 
sulfonylurées), hypolipémiants, benzodiazépines, anti-vitamines K, anti-inflammatoires non 
stéroïdiens(197–201). 
Par ailleurs, de nombreux phénotypes d’albumine ont été répertoriés(202,203). Certaines des 
mutations observées étaient associées à des modifications de l’affinité de liaison, comme avec la 
warfarine. Cependant, l’influence de ces variants sur les liaisons protéiques est encore méconnue. 
Plusieurs facteurs de modifications post-traductionnelles de l’albumine (204), généralement des 
phénomènes de glycation, sont observés(196). Le mécanisme le plus fréquent fait suite à des 
glycémies élevées sur le long terme, comme chez les patients avec un IMC élevé (>25-30 kg/m²)(70). 
Des liaisons covalentes s’établissent avec  plusieurs sites de l’albumine. Les conséquences de ces 






certains ligands, comme la warfarine, la phenylbutazone ou le tryptophane, une augmentation de 
l’affinité (donc une diminution du Kd) suite à des phénomènes de glycation(205,206). 
2. Alpha-1-glycoprotéine acide 
 
L’alpha-1-glycoprotéine acide (AAG) est une protéine avec une masse molaire proche 40 kDa (40000 
g/mol)(161). Cette masse molaire varie et dépend de la quantité d’acide sialique présent sur 
l’AAG(161). Les valeurs de référence chez l’adulte sont de 0,5-1,2 g/L (12,5 – 30µM)(207). Outre les 
variations communes à l’albumine, le syndrome inflammatoire est associé à une augmentation 
rapide et importante de la concentration en AAG(161). La cinétique de décroissance du taux d’AAG 
est analogue à celle de la réduction du syndrome inflammatoire(208). Les étiologies fréquemment 
rencontrées associées à une augmentation importante de l’AAG sont les épisodes infectieux, les 
traumatismes, la chirurgie ou les néoplasies(161). L’âge, le sexe, l’IMC et certaines co-médications 
sont également susceptibles d’entraîner des variations de l’AAG, mais ces dernières restent 
modestes, comparées aux autres étiologies(161). Chez les PVVIH, l’entrée dans un stade SIDA, 
fréquemment associé à un syndrome inflammatoire important, conduit à une augmentation 
importante de la concentration en AAG(161). Néanmoins, en 2018, il est désormais rare d’observer 
des PVVIH entrant en stade SIDA sous traitement antirétroviral efficace, la grande majorité des 
PVVIH étant viro-contrôlés(69). 
L’AAG est une protéine de transport pour de nombreuses substances endogènes (stéroïdes, 
catécholamines, protéines de l’inflammation) mais aussi pour des xénobiotiques (classe 
thérapeutiques comprenant des médicaments se liant fortement (>85%) à l’AAG : anti-
hypertenseurs, antidépresseurs, neuroleptiques, benzodiazépines, anticancéreux, anti-infectieux, 
méthadone(161,209–218). Les substances concernées sont en majorité plutôt anciennes et ne sont 
donc pas fréquemment rencontrées dans les co-médications chez les PVVIH. 
Le polymorphisme sur les gènes (ORM1 et ORM2 ; avec deux autres gènes AGP1 et AGP2) codant 
l’AAG entraîne la synthèse de différents phénotypes. Les phénotypes décrits conduiraient à des 
modifications d’affinité avec les médicaments se liant à l’AAG(219,220). 
Des mécanismes de modifications post-traductionnelles, telle que la glycation non-enzymatique,  
peuvent se manifester, comme pour l’albumine. Ces réactions surviennent lors de pathologies 






Le rôle de la glycation de l’AAG sur l’affinité de liaison des médicaments à cette protéine n’est pas 
encore bien exploré. 
En résumé, aussi bien pour l’albumine que l’AAG, il est plus probable d’observer des variations de Kd 
que de Bmax. Ces variations de Kd sont susceptibles d’intervenir lors de compétitions avec des 
composés endogènes ou exogènes. Les modifications post-traductionnelles des deux protéines 
peuvent également intervenir dans la variabilité inter-individuelle de l’affinité, même si à ce jour, peu 
d’études ont exploré leur impact sur les concentrations totales des médicaments. Dans nos travaux, 
nous avons eu la possibilité de colliger les valeurs mesurées de certains composés endogènes 
(triglycérides, bilirubine, urée) et les co-médications susceptibles de se lier à l’albumine ou l’AAG. Les 
modifications post-traductionnelles n’ont pas pu être évaluées dans notre étude. En revanche, il a 
été possible de recueillir les pathologies (ou les thérapeutiques traitant ces pathologies) associées à 






V. Pharmacocinétique de Population 
A. Introduction à la pharmacocinétique de population 
Lorsqu’une substance est administrée à une même dose à un ensemble d’individus, les profils de 
concentrations mesurées vont différer entre les sujets. Cette variabilité a principalement deux 
origines: 
(i) la variation, d’un individu à l’autre, des paramètres pharmacocinétiques (PK) individuels, comme la 
clairance (Cl) ou le volume de distribution (V),  
(ii) une erreur liée à la mesure des concentrations. Cette part analytique est systématique, les 
appareils n’étant pas capables de mesurer des concentrations « exactes ». L’erreur peut également 
venir de la dose ou des horaires de prise et de prélèvement, si elles sont mal renseignées. 
L’objectif de la modélisation en pharmacocinétique de population (PKPOP) est de décrire et expliquer 
la variabilité entre les individus. Elle permet ensuite de prédire des profils de concentrations chez de 
nouveaux individus. 
Pour atteindre cet objectif, les paramètres PK de population doivent être estimés au sein de 
l’échantillon d’individus. Cette estimation est possible en associant trois modèles : 
(i) le modèle structurel. Il correspond à une équation décrivant un profil de concentrations au cours 
du temps chez un sujet particulier. Ce modèle contient les paramètres PK individuels. 
(ii) le modèle statistique. Il décrit l’écart existant entre la concentration mesurée et celle prédite par 
le modèle.  
(iii) le modèle de covariables. Il décrit la distribution des paramètres PK individuels dans la 
population. Ce modèle permet de décrire et expliquer la variabilité existant entre les paramètres PK 
individuels, à partir de données démographiques et/ou clinico-biologiques. 
La modélisation en PKPOP suit plusieurs étapes : le recueil des données, le développement et 
l’association des trois modèles puis la validation du modèle final. Si celui-ci décrit fidèlement les 
données, il est possible d’exploiter le modèle dans des prédictions de profils de concentrations. Les 






B. Le recueil des données 
La modélisation en PKPOP repose sur un recueil de données chez un nombre suffisamment 
important de sujets (au moins plusieurs dizaines). Deux catégories d’informations sont recueillies. 
Il faut tout d’abord collecter les données liées au profil PK de la substance et utilisées dans le modèle 
structurel. On retrouve ainsi les observations (c’est-à-dire les concentrations mesurées chez 
l’individu), la dose administrée et les intervalles de temps entre la prise et les différents 
prélèvements. Ces informations PK peuvent être riches ou éparses. Les données riches, donc 
comprenant de nombreuses mesures de concentrations, sont généralement retrouvées dans les 
études de phase I. Ces études sont habituellement effectuées chez des sujets sains et l’on cherche, 
sur un plan PK, à explorer le profil des concentrations chez ces individus. De nombreux prélèvements 
sont donc programmés chez un faible nombre d’individus (20-30 sujets), chaque individu décrit un 
profil de concentrations complet. Les données éparses sont recueillies chez des patients dans les 
essais de phase II/III ou dans la pratique clinique lors d’un Suivi Thérapeutique Pharmacologique 
(STP). L’objectif n’est plus de décrire en détail le profil PK de la substance. De fait, seul un faible 
nombre de prélèvement(s) (1 à 3) est/sont réalisé(s) par patient. Les échantillons sont prélevés à 
n’importe quel moment dans l’intervalle de temps entre la prise et le prélèvement. Dans les bases de 
données éparses, c’est l’intégralité des prélèvements effectués pour l’ensemble des individus qui va 
décrire le profil PK complet. 
D’autres informations peuvent être recueillies chez les individus pour construire le modèle de 
covariables. Ces données sont caractéristiques à chaque individu. Elles regroupent des informations 
démographiques (âge, genre, poids, taille entre autre), biologiques (marqueurs de la fonction rénale, 
hépatique, protéinémie), cliniques (pathologie associée) et thérapeutiques (substances co-
administrées). 
Dans le cadre de notre étude, seuls des échantillons issus du STP étaient accessibles. Nous avons 
donc effectué les mesures et le recueil de données sur le plus grand nombre d’échantillons possibles 
pour décrire le profil PK du DRV. Dans la majorité des cas, un seul échantillon a été prélevé chez 
chaque patient. Les données obtenues comprenaient des mesures de concentrations libres et 
totales. Les données susceptibles de faire varier la PK des formes libres et totales, mais aussi les 






C. Les modèles  
Trois modèles (structurel, statistique et de covariables) doivent être construits puis associés pour 
former le modèle final. C’est ce modèle global qui assure la prédiction des paramètres PK individuels. 
1. Le modèle structurel 
Le modèle structurel repose sur une équation mathématique décrivant l’évolution des 
concentrations au cours du temps. Dans l’exemple  suivant, le profil des concentrations suit une 
équation mono-compartimentale, après une administration en intraveineuse bolus : 






×𝑡    Eq.VI-1 
Où Y, la concentration mesurée à un temps t; Dose, la dose administrée ; V, le volume de 
distribution ; Cl, la clairance totale ; t, l’intervalle de temps entre l’administration et le prélèvement. 
La modélisation en PKPOP cherche à prédire le profil des concentrations chez plusieurs sujets et pas 
pour une moyenne d’individus. Pour analyser plusieurs individus et la variabilité existant entre les 
individus, on utilise ainsi l’équation suivante: 
𝑌𝑖𝑗 = 𝑓(𝜃, 𝑋𝑖 , 𝑡𝑖𝑗) + 𝜀i  Eq.VI-2 
Où Yij, la concentration de la substance pour le ieme individu au temps j; θ, le vecteur regroupant les 
paramètres PK (CL et V, si l’on reprend l’administration IV bolus dans un modèle mono-
compartimental); Xi, la dose X pour l’individu i ; tij, l’intervalle de temps j pour le ieme individu ; εi 
l’erreur résiduelle entre les observations chez l’individu et les prédictions du modèle pour le ieme 
individu. 
2. Le modèle statistique 
Le rôle du modèle statistique est de détailler la variabilité existant autour du modèle structurel. Le 
programme utilisé dans nos travaux (logiciel Pmetrics®) propose une erreur multiplicative pour le 
modèle statistique. Il est courant d’utiliser cette catégorie d’erreur en analyse de pharmacocinétique 
de population. Nous avons donc choisi de maintenir l’erreur multiplicative dans notre modèle 






3. Le modèle de covariables 
Un écart important entre les paramètres PK individuels et les paramètres PK moyens de la population 
peut exister. En intégrant des données démographiques, pathologiques ou thérapeutiques, il est 
possible d’expliquer cette variabilité inter-individuelle. Mais aussi d’améliorer la capacité de 
prédiction des concentrations chez les individus. 
Dans nos travaux, les covariables étaient susceptibles d’expliquer deux catégories de variabilité : (i) 
celles modifiant la clairance ou le volume de distribution, impactant les expositions de 
concentrations libres et totales et (ii) les covariables pouvant expliquer les variations des paramètres 
de liaison, influençant les concentrations totales uniquement. Ce sont ces dernières qui pourraient 
expliquer des divergences de variations entre les concentrations libres et totales. 
D. L’évaluation des modèles 
Au cours de la construction du modèle de PKPOP, la capacité du modèle à bien estimer les 
paramètres PK, et donc à bien prédire les profils de concentrations, doit être évaluée. La méthode 
graphique, par évaluation visuelle, apporte le plus d’informations sur les caractéristiques du modèle. 
Elle permet ainsi de distinguer des défauts sur le modèle structurel ou statistique. L’approche 
statistique juge globalement la pertinence du modèle final.  
Lors de notre étude, nous avons basé nos évaluations sur les prédictions au modèle : (i) prédictions 
de population (PRED) en fonction des mesures observées ou contre les résidus et (ii) les prédictions 
individuelles (IPRED) en fonction des concentrations observées. 
En plus de ces méthodes graphiques, nous avons comparé les modèles en suivant le score de l’Akaike 
Information Criterion (AIC) et calculé le biais moyen existant entre les concentrations observées et 
prédites. 
Après les différentes étapes d’évaluation, le modèle finalisé doit être validé. Cette analyse se fait par 
validation externe et/ou interne. La validation externe nécessite un jeu de données n’ayant pas été 
utilisé lors du développement. La validation interne est fréquemment conduite par la méthode du 
visual predictive check (VPC), qui permet d’évaluer et valider graphiquement le modèle final. A partir 
du modèle et des différents temps de prélèvement, un nombre important (plusieurs milliers) de 






de prédiction à 90%, avec les 5eme et 95eme percentiles. Les concentrations simulées, en fonction du 
temps, sont représentées graphiquement et forment un profil pharmacocinétique moyen (avec des 
bornes aux 5eme et 95eme percentiles). On reporte ensuite sur ce graphique les concentrations 
observées. Pour que le modèle soit considéré valide, les concentrations observées doivent être 
réparties de manière homogène autour du profil pharmacocinétique moyen, tout au long de 
l’interdose.  
Lors de nos travaux, nous n’avions pas accès à un jeu de données riches et la validation externe 
n’était donc pas envisageable. Nous avons eu recours à une méthode de validation interne et en 
particulier au VPC pour évaluer les performances des modèles développés.  
E. Utilisation d’un modèle de PKPOP 
Lorsque le modèle final est validé, celui-ci peut être utilisé pour prédire des profils de concentrations. 
On parle de profils PK simulés ou des simulations de profils PK. Des conditions sont fixées par 
l’opérateur, comme la posologie, différentes valeurs de covariables, et des cibles d’exposition à 
atteindre. Les conditions d’intérêt à explorer sont rassemblées sous la forme d’un « scenario ». A 
partir du « scenario » et du modèle final (distribution des paramètres PK moyens), des profils de 
concentrations vont être simulés. L’intérêt des simulations réside dans la possibilité d’explorer des 
situations PK singulières, difficiles à renseigner lors d’une étude chez des patients (pédiatrie, 
dysfonction d’organe comme le rein ou le foie).  
Dans notre étude, les simulations ont été utilisées pour explorer la diffusion du DRV dans un 
compartiment dont l’accès par des prélèvements est difficile. Le but était de rechercher des facteurs 
capables d’expliquer des échecs à partir d’un compartiment où l’exposition est considérée 
insuffisante. 
F. Les approches paramétriques et non paramétriques 
Deux approches existent pour analyser un jeu de données par une modélisation en PKPOP. La 
première, l’approche paramétrique, est actuellement la plus utilisée dans les logiciels de PKPOP. Elle 
repose sur l’hypothèse d’une distribution Normale ou log-Normale des paramètres PK de population. 
Ces paramètres PK estimés sont donc décrits avec une moyenne, une varianceet avec une possible 






l’approche non paramétrique. A l’inverse de l’approche paramétrique, aucune hypothèse sur la 
distribution des paramètres PK de population n’est formulée. 
La différence entre les deux approches repose donc sur l’hypothèse de distribution des paramètres 
PK de population. La méthode paramétrique peut sembler contraignante en imposant une 
distribution Normale ou log-Normale sans que celle-ci ne soit vérifiée au préalable. Dans le cas d’une 
distribution bi- ou trimodale de la clairance (par exemple lorsqu’il existe des profils de métabolisme 
lent/intermédiaire/rapide), l’hypothèse d’une distribution Normale est difficilement envisageable. 
L’approche non-paramétrique s’avère être dans cette situation une alternative intéressante. 
Toutefois, la méthode non-paramétrique nécessite un échantillon d’individus important pour repérer 
efficacement des sous-populations d’intérêts. 
Nous avons fait le choix dans notre étude de suivre une approche non-paramétrique. Avec cette 
méthode, nous avons pris la décision de favoriser la recherche d’une sous-population de patients. 
L’objectif est d’identifier des catégories de patients à risque de développer un échec virologique suite 






Objectifs de l’étude 
 
Pour les trois antirétroviraux étudiés, des échecs virologiques sont observés, sans être expliqués par 
les valeurs de concentrations totales. Ainsi, dans certaines situations, la concentration totale 
n’apporterait pas d’information pour évaluer l’efficacité de ces trois substances.  
L’efficacité des antirétroviraux dépend de la concentration dans les compartiments. La forme libre 
représente la partie pharmacologiquement active des substances dans le sang, capable de diffuser 
dans des tissus comme les compartiments. Elle est généralement extrapolée à partir des 
concentrations totales. Cependant, pour ces substances fortement liées aux protéines plasmatiques, 
il existe des situations de désynchronisation dans la variation des concentrations libres et totales. 
Cette désynchronisation, dont les origines ne sont pas bien identifiées, ne permet pas de prédire 
avec exactitude la valeur de la forme libre à partir de la concentration totale. Dans ce cas de figure, la 
mesure de la concentration libre devient nécessaire. Pour isoler puis mesurer la forme libre, il est 
indispensable de suivre une validation de méthode rigoureuse. Dans le cas contraire, il existe un 
risque d’erreur important dans la mesure et donc dans l’interprétation des concentrations libres. 
Pour explorer la forme libre du DTG, du DRV et de l’ATV, nous avons donc articulés nos travaux 
autour de trois axes : 
 (i) valider les méthodes des dosages des concentrations libres et totales mais aussi des méthodes de 
dialyse à l’équilibre et d’ultrafiltration isolant la forme libre de la forme liée 
(ii) étudier les caractéristiques des liaisons entre les antirétroviraux et les protéines plasmatiques, 
(iii) décrire et expliquer les relations entre les concentrations libres et totales du DRV chez les 
patients VIH par une méthode de pharmacocinétique de population. Le modèle développé est 
ensuite utilisé prédire des profils de concentrations et ainsi proposer un mécanisme 











Première partie : étude de la forme libre par dialyse à l’équilibre, associée à une méthode 
de chromatographie liquide couplée à spectromètre de masse. 
 
Introduction. 
Quelques études ont exploré la forme libre des trois antirétroviraux en utilisant deux méthodes, 
l’ultrafiltration et la dialyse à l’équilibre. Cette dernière est considérée comme la méthode de 
référence pour étudier la forme libre d’une substance. L’objectif de cette partie est (i) de mettre au 
point une méthode pour déterminer la fraction libre (ratio des concentrations libres et totales) par 
dialyse à l’équilibre, (ii) d’étudier les paramètres pré-analytiques qui influencent les valeurs de 
fraction libre et (iii) d’évaluer la variabilité inter-individuelle de la fraction libre des trois 
antirétroviraux. 
 
Matériel et méthodes 
Pour les trois antirétroviraux, les mesures de concentrations libre et totale ont été effectuées par 
une méthode de chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse (LC-MS). Les critères 
de validation analytique mentionnés dans les référentiels publiés par la FDA et l’EMA ont été utilisés.  
La forme libre des trois antirétroviraux a été isolée par une méthode de dialyse à l’équilibre. Avant de 
pouvoir déterminer la fraction libre de chaque antirétroviral, il a fallu atteindre l’équilibre de liaison 
entre l’antirétroviral et les protéines plasmatiques. L’équilibre était considéré atteint lorsque les 
résultats de fraction libre ne variaient plus lors de l’augmentation de la durée des essais. Par ailleurs, 
nous avons évalué les liaisons non spécifiques, la stabilité de la liaison aux différentes conditions de 
stockages (+4°C, -20°C, cycles de congélation/décongélation), l’influence de l’hémolyse et de 
l’anticoagulant sur les résultats de fraction libre. 
Les concentrations libres et totales ont ensuite été mesurées sur des échantillons de patients VIH et 
la fraction libre a été calculée. 
 
Résultats  
Les performances des méthodes de mesures des trois antirétroviraux, pour les concentrations libres 
et totales, sont conformes aux attentes des référentiels FDA et EMA. Les résultats sont résumés pour 
les trois substances dans les tableaux 4 à 6. Les résultats des mesures de concentrations libres et 







 Dolutegravir Darunavir Atazanavir 
Gamme de concentrations 
(libre/total) 
0,5 – 100 ng/ml 
0,05 – 10,00 µg/l 
1 – 1000 ng/ml 
0,018- 5,54 µg/l 
0,5 – 500 ng/ml 
0,022 – 3,08 µg/ml 
Reproductibilité 
(libre /total ; CV%) 
<15% <15% <15% 
Répétabilité 
(libre /total ; CV%) 
<15% <15% <15% 
Effet matrice 
(libre /total ; CV%) 
Libre : 58 et 49% 
pour DTG et DTGd4 ; 
Total : 96 et 101% 
pour DTG et DTGd4 
Libre : 65 et 59% pour 
DRV et DRVd5 ; 
Total : 110 et 107% pour 
DRV et DRVd5 
Libre : non effectué 
Total : 91 et 165%. 
 
Carry over; contribution 
isotopique (libre/total; 
CV%) 
<20% <20% <20% 
Dilution 
(libre/total ; CV%) 
<15% au 1/5eme et 1/10eme 
Tableau 4résultats de la validation analytique. CV : coefficient de variation. 
 
 Dolutegravir Darunavir Atazanavir 
Stabilité Ct <15% <15% <15% 
Influence anticoagulant <15% <15% <15% 
Tableau 5 : Résultats complémentaires sur la validation analytique de la concentration totale. La stabilité et l’influence de 
l’anticoagulant (EDTA) sur le résultat étaient évaluées par le coefficient de variation. Ct : concentration totale. 
 
 Dolutegravir Darunavir Atazanavir 
Stabilité tampon <15% 4h <15% 
Temps équilibre <15% 4h <15% 
Liaison non spécifique <15% 4h <15% 
Stabilité liaison 24h; 2cycles congélation /décongélation 
Anticoagulant 
Augmentation de la 
fraction libre  (+72%) 
Absence d’effet statistiquement significatif 
Hémolyse 
Augmentation de la 
fraction libre (+77%) 
Tableau 6 : Etude de la liaison aux protéines plasmatiques pour les trois antirétroviraux. Les anticoagulants testés sont 












Patients Dolutegravir (n=121) Darunavir (n=135) Atazanavir (n=39) 
Cu 16,00μg/L IQR[8,41; 24,35] 128,5μg/L IQR [67,3; 211,3] 53,7μg/L IQR [29,8; 105,0] 
Ct 2610μg/L IQR[1668; 4150] 2675µg/L IQR [1578;3675] 796,0µg/L IQR [392,0;1350,0] 
fu 0,52% IQR [0,44 ; 0,67] 4,65% IQR [3,65; 6,24] 7,22 % IQR [5,34; 8,36] 
Tableau 7: Résultats des concentrations libres, totales et de fraction libre. Cu : concentration libre ; Ct : concentration totale ; 




Les méthodes pré-analytique (ici la dialyse à l’équilibre) et analytique (LC-MS) permettant de 
déterminer les concentrations libres et totales du DTG, du DRV et de l’ATV sont robustes. 
Concernant la méthode de dialyse, l’équilibre de liaison est obtenu après quatre heures de dialyse et 
la liaison non-spécifique est faible (inférieure ou égale à 10%). 
Les trois antirétroviraux et leur liaison aux protéines plasmatiques sont stables dans le temps et ne 
sont pas impactées par les cycles de congélation/décongélation. En revanche, la liaison du DTG est 
modifiée par l’hémolyse in vitro et par la nature de l’anticoagulant. Il paraît donc nécessaire 
d’explorer ces facteurs lors de la validation d’une méthode isolant la forme libre d’une substance. 
 
Valorisation des travaux 
Les détails du matériel et méthodes et des résultats sont reportés pour les trois substances dans trois 
articles. Un premier article sur l’étude de la fraction libre par dialyse à l’équilibre du DTG a été publié 
dans Clinica Chimica Acta (Annexe 2-1). Les travaux sur le DRV et l’ATV sont en fin de rédaction et 
sont présentés sous forme de résumé dans les annexes (Annexe 2-2 et 2-3). 
Les données de la validation des méthodes de dosages par LC-MS et de dialyse à l’équilibre ont été 
présentées lors de deux congrès : 
- 17eme International Workshop on Clinical Pharmacology of Antiviral Therapy, Chicago 2017 







Deuxième partie : étude visant à déterminer les conditions d’ultrafiltration assurant des 
résultats de fraction libre similaires à ceux de la méthode de référence, la dialyse à 
l’équilibre à 37°C.  
 
Introduction 
La rapidité et la facilité d’utilisation de l’ultrafiltration justifient la popularité de cette technique dans 
les études de la forme libre des antirétroviraux. Cependant, l’ultrafiltration est très sensible à de 
nombreux facteurs de variabilité, comme la température ou les conditions de centrifugations. 
L’objectif de cette partie a été d’établir, pour les trois antirétroviraux, les conditions d’ultrafiltration 
pour lesquelles il est possible d’obtenir des résultats identiques à ceux obtenus avec la dialyse à 
l’équilibre à 37°C. 
Matériel et méthodes 
La méthode pour isoler la forme libre par dialyse à l’équilibre est la même que celle précédemment 
décrite. Pour la validation de méthode de l’ultrafiltration, un plan expérimental factoriel complet a 
été construit. Pour ce plan complet, trois facteurs ont été explorés, à deux niveaux pour chacun : la 
température (25°C et 37°C), la durée (10 et 20 minutes) et la force relative (1000 et 2000 g) de 
centrifugation. Ce mode opératoire permet d’identifier les facteurs modifiant les valeurs de fraction 
libre lors de l’ultrafiltration. Ces facteurs peuvent être (i) indépendants, (le changement de niveau 
suffit à lui seul pour modifier la valeur de fraction libre) ou (ii) croisés, (il nécessaire de combiner 
deux facteurs à deux niveaux spécifiques pour modifier la valeur de fraction libre). Les résultats 
obtenus ont été comparés à ceux obtenus avec la dialyse à l’équilibre à 37°C. Pour explorer l’effet de 
la température sur la liaison, des essais de dialyse à l’équilibre à 25°C ont également été réalisés. Les 
volumes d’ultrafiltrat ont également été mesurés.  
Pour valider les conditions d’ultrafiltrations établies, des échantillons de patients ont été analysés à 
la fois par dialyse à l’équilibre et ultrafiltration.  
Résultats  
Les résultats de l’évaluation de l’ultrafiltration sont reportés dans le tableau 8.  
 Différence de fu par 
DE 25/37°C 
Facteurs influençant valeurs fu par UF 
Conditions UF 
équivalent à DE 37°C 
DTG 
Oui 
(fu augmentée à 
25°C) 
Indépendant : Température (fu augmentée à 
25°C) 
Croisé : Durée (20 minutes) + force (2000 g) 











Indépendant : duréede centrifugation (fu 
augmentée à 20 minutes) 
ATV 
Oui 
(fu augmentée à 
25°C) 
Indépendant :  
Durée (fu augmentée à 2000 g) 
Force (fu augmentée à 10 minutes) 
Aucune condition 
Tableau 8 : Influence de la température sur la fu déterminée par DE et comparaison de l’UF à la DE. Lorsqu’un facteur ou une 
association de facteurs influencent les valeurs de fu par UF, les résultats sont comparés à toutes les autres conditions. DTG : 
Dolutegravir ; DRV : Darunavir ; ATV : Atazanavir ; fu : fraction libre ; DE : dialyse à l’équilibre ; UF : ultrafiltration. 
 
Par ailleurs, avec le DTG, seule la combinaison d’une force et d’une durée de centrifugation élevées 
(20 minutes à 2000 g) ont conduit à une augmentation des volumes d’ultrafiltrat. 
Pour les échantillons issus de patient sous DTG ou DRV, les résultats de fu n’ont pas varié entre la 
dialyse à 37°C et l’ultrafiltration aux conditions établies pendant les essais (37°C, 1000 g, 20 minutes). 
 
Conclusion 
Quelle que soit la substance étudiée, les résultats d’ultrafiltration sont fortement liés aux conditions 
d’ultrafiltration. Nos résultats confirment donc la nécessité de valider une méthode d’ultrafiltration 
par rapport à la dialyse à l’équilibre pour une interprétation optimale des résultats de forme libre.  
 
Valorisation des travaux 
Le développement de la méthode d’ultrafiltration pour isoler la forme libre du DTG a été soumis dans 
la revue Scientific Reports (Annexe 2-4 ; révisions mineures). 
Deux autres articles détaillant les résultats pour le DRV et l’ATV sont en cours de rédaction (Annexes 
2-5 et 2-6). 
Les données de l’évaluation de l’ultrafiltration par rapport à la dialyse à l’équilibre, pour les trois 
antirétroviraux, ont été présentées lors de deux congrès : 
- 17eme International Workshop on Clinical Pharmacology of Antiviral Therapy, Chicago 2017 











La liaison des substances aux protéines plasmatiques dépend de deux paramètres, l’affinité de liaison 
(Kd) et le nombre de sites de liaison (Bmax). Une variabilité de ces paramètres de liaison est 
susceptible de conduire à une désynchronisation entre les concentrations libres et totales. Par 
ailleurs, ces deux paramètres de liaison ne sont pas à ce jour pas décrits dans la littérature. L’objectif 
a donc été (i) d’explorer le comportement de la liaison des trois antirétroviraux en présence 
d’antirétroviraux se liant également fortement aux protéines plasmatiques et (ii) d’estimer des 
valeurs moyennes de Kd et Bmax pour le DTG et le DRV. 
 
Matériel et méthodes 
L’étude de la forme libre a été faite par dialyse à l’équilibre, selon la méthode précédemment 
décrite. Les antirétroviraux ont été sélectionnés selon deux critères : (i) l’antirétroviral à tester est 
associé aux antirétroviraux d’intérêt dans les stratégies actuelles d’allègement ou de renforcement 
thérapeutique et (ii) est susceptible d’entrer en compétition sur les sites de liaison aux protéines 
plasmatiques des trois antirétroviraux d’intérêt. Ainsi, pour le DTG, quatre antirétroviraux ont été 
sélectionnés : la rilpivirine (albumine), l’ATV (alpha-1-glycoprotéine acide (AAG)), le DRV (AAG) et 
l’etravirine (AAG, albumine). Pour les deux inhibiteurs de protéase, le raltegravir (albumine), le DTG 
(albumine, AAG) et l’etravirine (AAG, albumine) ont été choisis. Une interaction portant sur le site de 
liaison aux protéines plasmatiques a été définie par un changement statistiquement significatif 
(p<0,05) de la valeur de fraction libre, par rapport à la valeur obtenue avec un échantillon 
plasmatique (groupe contrôle) sans antirétroviral associé.  
Par ailleurs, les paramètres d’affinité (Kd) et de sites de liaison (Bmax) ont été estimés selon une 
approche de pharmacocinétique de population pour le DTG et le DRV. Les modèles utilisés étaient 
comparés entre eux par calcul de l’AIC et par évaluation graphique (analyse des résidus, IPRED et 
PRED en fonction des valeurs observées). La prédiction des paramètres de liaison, faites pour le DTG 
et le DRV, a été réalisée à partir d’un plasma de sujet sain. Le plasma a été surchargé en DTG ou en 
DRV pour dix valeurs de concentrations totales en antirétroviral allant de 0,25 à 50 mg/L 
(concentrations exprimées en µM dans le modèle). Pour évaluer l’absence de variabilité entre les 
expérimentations liées à la méthode de dialyse à l’équilibre, chaque niveau de concentration a été 







L’influence des des associations d’antirétroviraux sur les valeurs de fraction libre sont résumées dans 
le tableau 9.  
 fu du DTG (%) fu du DRV (%) fu de l’ATV (%) 
Antirétroviral seul 0,81 9,6 9,98 
RPV 0,95 X X 
ATV 1,11 X X 
DRV 1,12 X X 
DRV/ETV 1,15 X X 
ETV X 10,17 12,50 
DTG X 10,55 12,16 
DTG/ETV X 10,09 X 
RAL X 9,92 10,16 
RAL/ETV X 10,09 X 
Tableau 9 : Fractions libres moyennes du DTG, du DRV et de l’ATV lors des études d’interaction avec d’autres antirétroviraux. 
DTG : dolutegravir ; DRV : darunavir ; ATV : atazanavir ; RPV : rilpivirine ; ETV : etravirine ; RAL : raltegravir ; fu : fraction 
libre.  
Le DTG était systématiquement déplacé de ses sites de liaison aux protéines plasmatiques, quel que 
soit l’antirétroviral ajouté (p<10-3). A l’inverse, pour les deux inhibiteurs de protéase, aucun des 
antirétroviraux ajouté in vitro n’a conduit à une compétition sur la liaison (p>0,05). Il existe une 
tendance au déplacement de l’ATV de sa liaison lorsqu’il est associé à l’ETV (p=0,05). 
Les essais de répétabilité ont révélé une faible variabilité des résultats de fu par DE. Ainsi, les 
coefficients de variation de la fraction libre étaient compris entre 2 et 20% pour le DRV et 2 et 18% 
pour le DTG aux différents niveaux de concentration. Nous avons observé une saturation de la liaison 
aux protéines plasmatiques à partir d’une concentration totale de 10 mg/L pour le DRV et 20 mg/L 
pour le DTG. 




+ 𝐶𝑢    Eq. R-3-1 
En revanche, le modèle décrivant le mieux les données pour le DRV faisait apparaître la notion de site 




+ 𝐶𝑢  × 𝑁𝑠 + 𝐶𝑢 Eq. R-3-2 
Avec, Ct concentration totale; Bmax: nombre de sites de liaison; Cu: concentration libre; Kd: constante 
de dissociation; Ns: nombre de site de liaison non spécifique. Les unités des concentrations et des 






Les paramètres de liaison aux protéines plasmatiques prédits sont résumés dans le tableau 10. 
 Kd (µM) Bmax (µM) Ns (nombre sans unité) 
Dolutegravir 1,27 163 X 
Darunavir 6,58 32,41 1,72 
Tableau 10: Valeur issues des estimations des paramètres de liaison. Kd : constante de dissociation ; Bmax : nombre de sites 
de liaison ; Ns : nombre de sites de liaisons non spécifiques 
Conclusion 
Dans l’étude de l’exploration des interactions sur les sites de liaison, nous avons montré qu’il existe 
de nombreuses interactions sur les sites de liaison du DTG. 
Par ailleurs, nous avons pu déterminer, par une approche de pharmacocinétique de population, les 
paramètres de liaison aux protéines plasmatiques (Kd et Bmax) pour le DTG et le DRV. 
 
Valorisation des travaux 
Les articles détaillant l’exploration de la liaison des trois substances aux protéines plasmatiques lors 
des études portant sur les interactions avec d’autres antirétroviraux sont en cours de rédaction 
(Annexe 2-7, 2-8 et 2-9). 
Les données sur la variabilité de la liaison entre les protéines plasmatiques et les antirétroviraux, ont 
été présentées lors de deux congrès : 
- 17eme International Workshop on Clinical Pharmacology of Antiviral Therapy, Chicago 2017 







Quatrième partie : intérêts de la forme libre dans le suivi thérapeutique pharmacologique 
des antirétroviraux chez des patients VIH 
 
Résumé 1 : forme libre et grossesse 
De nombreux auteurs ont proposé, pour les inhibiteurs de protéase, une augmentation de posologie 
systématique pendant le second et le troisième trimestre de la grossesse. Ces propositions 
d’adaptation faisaient suite à des observations répétées d’une baisse des concentrations totales lors 
de cette période de la grossesse. Or, physiologiquement, les deuxième et troisième trimestres sont 
également associés à une diminution des concentrations en protéines plasmatiques. 
L’objectif de notre travail a été d’illustrer la divergence de profil cinétique entre les concentrations 
libres et totales lors de la grossesse. Ce travail a permis de souligner les conséquences d’une 
modification du Bmax sur la concentration totale et de proposer des recommandations de posologie 
pendant la grossesse. 
Pour cette étude, nous nous sommes appuyés sur des données de la littérature rapportant des 
mesures de concentrations libres et totales pendant la grossesse. 
Valorisation des travaux : 
Ce travail sur la forme libre et le STP des inhibiteurs de protéase lors de la grossesse a été publié dans 
le Journal of Antimicrobial Chemotherapy (Annexe 2-10). 
 
Résumé 2 : exploration de la forme libre de l’atazanavir et son intérêt dans le suivi thérapeutique 
pharmacologique. 
Cette étude présentait deux objectifs : (i) expliquer la variabilité de la fraction libre de l’ATV chez des 
patients VIH et (ii) rechercher des relations entre les concentrations libres/totales, et les marqueurs 
d’efficacité (charge virale) et de toxicité (bilirubine libre et totale). 
Les mesures de concentrations libres et totales ont été réalisées selon une méthode 
chromatographique LC-UV et la forme libre a été isolée par une méthode d’ultrafiltration. Les 
facteurs de variabilité tel que la concentration en AAG, le sexe, la prise de ritonavir ou de tenofovir 
ont été documentés. Pour évaluer l’efficacité et la toxicité, les données de charge virale et les 






Aucun facteur (sexe, ritonavir, tenofovir, concentration en AAG), n’a pu expliquer la variabilité de la 
fraction libre (p=0,28 ;0,14 ;0,67 ;0,67 respectivement). Une relation proportionnelle a été observée 
entre la concentration totale et la fu. Cependant, elle est difficilement explicable, les concentrations 
mesurées étant loin des concentrations de saturation de la liaison aux protéines plasmatiques. Les 
hyperbilirubinémies étaient toutes des hyperbilirubinémies à bilirubine libre, témoignant du 
mécanisme de toxicité de l’ATV. Toutefois, les mesures de concentration libre n’expliquaient pas les 
hyperbilirubinémies (p=0,17) alors qu’elles étaient en partie expliquées par les concentrations totales 
(rho= 0,22 ; p= 0,045). Aucune relation entre les concentrations libres/totales et la charge virale n’a 
pu être établie (p=0,21 et 0,19, respectivement). 
Deux points étaient à retenir dans cette étude : (i) la fraction libre présentait une importante 
variabilité inter-individuelle (fu médian 3,8% IQR[2,8 ;4,5] et (ii) les valeurs de fraction libre étaient 
très différentes de celles rapportées dans la littérature. 
Valorisation des travaux : 
Cette étude a fait l’objet d’un article accepté dans Fundamental and Clinical Pharmacolgy (Annexe 2-
11). 
Par ailleurs, les résultats partiels de fraction libre obtenus par ultrafiltration ont été présentés lors de 
quatre congrès : 
- 33 eme Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse, Paris 2013 
- 18 eme Congrès de la Société Française de Pharmacologie et de Thérapeutique, Poitiers 2014 
- 14eme International Congress of Therapeutic Drug Monitoring & Clinical Toxicology, Rotterdam 2015 








Cinquième partie : Etude (i) des relations entre les concentrations libres et totales de DRV 
chez des patients VIH par une approche de pharmacocinétique de population et (ii) de 




L’objectif de notre étude a été de (i) développer un modèle de pharmacocinétique de population 
intégrant l’analyse combinée des concentrations libres et totales, (ii) d’identifier des covariables 
expliquant la variabilité inter-individuelle des formes libres et totales et (iii) de prédire par des 
simulations de Monte-Carlo la concentration libre rachidienne de DRV pour évaluer son efficacité 
théorique. 
Résumé du matériel et méthodes 
Un modèle de pharmacocinétique de population a été développé en s’appuyant sur une approche 
non paramétrique à partir du logiciel Pmetrics®. La construction du modèle s’est basée sur des 
mesures de concentrations libres et totales de DRV chez des patients VIH. La relation entre les 
concentrations libres et totales était régie à partir des équations  suivantes:  
𝑑𝐴𝑢
𝑑𝑡






× 𝐶𝑡𝑜𝑡 Eq. R-5-2 
où 
𝐶𝑢 = 𝐴 (𝑉 × ⁄ 𝐹)    Eq. R-5-3 
et 
𝐶𝑡𝑜𝑡 = 𝐴 (𝑉 × 𝐹)⁄     Eq. R-5-4 
Par ailleurs 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 + 𝐶𝐵     Eq. R-5-5 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 +
𝐵𝑚𝑎𝑥×𝐶𝑢
𝐾𝑑+𝐶𝑢
     Eq. R-5-6 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 × (1 +
𝐵𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑑+𝐶𝑢
)   Eq. R-5-7 






𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 × (1 +
𝐵𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑑
)    Eq. R-5-8 
Ainsi 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 × (
𝐾𝑑+𝐵𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑑





     Eq. R-5-10 
Avec Cu: concentration libre; Dose: dose administrée; V: volume de distribution; AAG: concentration 
en AAG mesurée, se substituant au Bmax; Kd: constante de dissociation. A : quantité de DRV. Les unités 
des concentrations et des paramètres ont été exprimées en micromolaire (µM). Pour utiliser 
l’équation Eq. R-5-10 comme modèle structurel, deux approximations ont été faites. Tout d’abord, 
nous avons considéré qu’il existait un seul site de fixation du DRV aux protéines plasmatiques (AAG). 
Cette hypothèse reposait sur les données décrites pour l’ATV, d’après les travaux de Barrail-Tran et 
al. Dans leur étude, ils ont observé que l’ATV se liait avec une forte affinité à l’AAG. Cette liaison était 
saturable à des concentrations suprathérapeutiques uniquement. D’après la même étude de Barrail-
Tran et al, la constante de dissociation était supérieure aux concentrations libres en ATV. En nous 
basant sur ces résultats et les données de notre étude (Partie 3), nous avons supposé que la valeur 
de la constante de dissociation était supérieure à celle de la concentration libre en DRV mais aussi 
que la liaison du DRV à l’AAG était non saturable aux concentrations thérapeutiques. De plus, nous 
avons considéré, toujours sur les résultats de l’étude de Barrail-Tran et al l’existence d’un seul site de 
fixation sur l’AAG pour utiliser l’équation R-5-10. 
Des données démographiques, biologiques et thérapeutiques ont été recueillies en vue de les utiliser 
dans un modèle de covariables. Le modèle final a été évalué par analyse graphique. 
Des simulations de Monte-Carlo ont été effectuées à partir du modèle final dans l’objectif de prédire 
les concentrations libres en DRV dans le liquide cérébro-spinal (LCS). Des ratios moyens de 
concentrations libres LCS/plasma, décrits dans deux études, ont été utilisés pour prédire la 
concentration libre dans le LCS. Dans l’objectif d’évaluer l’efficience du DRV, les concentrations libres 
prédites dans le LCS ont été comparées aux concentrations inhibitrices 50 et 90 (IC50/90) rapportées 
dans la littérature. Dans la Probability of Target Attainment, le DRV était considéré efficace si la 
concentration libre dans le LCS était supérieure aux IC50/90 pendant toute la durée de l’interdose (12 à 






Résumé des résultats 
Un modèle mono-compartimental, avec une élimination de premier ordre, décrit le mieux les 
relations entre les concentrations libres et totales. L’intégration de l’indice de masse corporelle (IMC) 
dans le modèle de covariable améliore le modèle final. Dans notre étude, l’IMC influence deux 
paramètres : la clairance intrinsèque apparente et la constante de dissociation. Un IMC élevé est 
associé à une clairance intrinsèque plus importante, et donc à une baisse des concentrations libres et 
totales. Par ailleurs, un IMC élevé peut aussi être associé à une augmentation de l’affinité de la 
liaison du DRV aux protéines plasmatiques (p=0,049 ; à un seuil d’IMC de 28 kg/m², valeur pour 
lequel le risque d’hyperglycémie chronique est élevé). Cet effet contrebalance l’augmentation de la 
clairance intrinsèque apparente et conduit à des valeurs de concentrations totales identiques entre 
les patients avec des IMC différents (p=0,95 ; à un seuil d’IMC de 28 kg/m²). 
La diminution de la concentration libre chez les patients à IMC élevé est associée à des 
concentrations libres basses dans le LCS. Ainsi, à partir des simulations, nous observons que les 
concentrations libres dans le LCS ne sont pas supérieures aux concentrations inhibitrices pendant 
100% de l’interdose chez les patients présentant un IMC élevé. Ces résultats sont résumés dans les 
figures 5a et b, et détaillés dans le tableau 12. Les IMC choisis pour les simulations correspondent à 
l’IMC médian et aux IMC extrêmes de l’échantillon de patients de notre étude. Nos résultats 
suggèrent ainsi que les patients à IMC élevé ont une probabilité plus importante d’avoir des 














Figure 5b Simulation des concentrations libres dans le LCS avec un ratio LCS/plasma de 8,5% (a) et de 4% (b). La figure 
représente la proportion de patients avec une concentration libre dans le LCS supérieure à l’IC50/90 pendant toute la durée de 
l’interdose. Les patients sont catégorisés en six groupes en fonction de la posologie en DRV (600 mg en deux prises par jour 
ou 800 mg en une prise par jour) et de leur IMC. IC : concentration inhibitrice ; BMI : indice de masse corporelle ; bid : deux 


















Pourcentage de succès 
pour un ratio (Cu,csf/Cu,pl) de 
4% 
Proportion de succès pour 
un ratio (Cu,csf/Cu,pl) de 
8,5% 
600mg bid 
IC50= 0,7 nM 
16,0 99.4 99.7 
24,1 99.1 99.4 
38,5 96.9 97.3 
IC90= 4 nM 
16,0 98.5 99.1 
24,1 94.7 97.8 
38,5 65.3 88.6 
800 mg qd 
IC50= 0,7 nM 
16,0 97.4 98.0 
24,1 95.0 95.7 
38,5 84.0 89.2 
IC90= 4 nM 
16,0 88.1 95.0 
24,1 66.1 88.2 
38,5 28.5 60.0 
Tableau 11 Pourcentage de patients atteignant des concentrations libres dans le LCS supérieures aux IC 50 /90 pendant toute 
la durée de l’interdose. IC : concentration inhibitrice ; IMC : indice de masse corporelle ; bid : deux fois par jour ; qd : une fois 
par jour. 
Conclusion 
En associant les mesures de concentrations libres et totales de DRV, nous avons montré que l’IMC est 
une covariable d’intérêt pour expliquer une désynchronisation entre les concentrations libres et 
totales. Par ailleurs, les simulations de profils pharmacocinétiques d’exposition de la forme libre dans 
le LCS effectuées à partir de notre modèle ont montré que les concentrations cibles (IC 50/90) n’étaient 
pas atteintes chez tous les patients présentant un IMC élevé (38,5 kg/m²). 
Valorisation des travaux : 
Ce travail a fait l’objet d’un article qui sera soumis dans le Journal of Antimicrobial Chemotherapy 
(Annexe 2-12). 
Les données sur le développement du modèle de pharmacocinétique de population et de simulations 
pour le DRV, ont été présentées lors de deux congrès : 
- 18eme International Workshop on Clinical Pharmacology of Antiviral Therapy, Baltimore 2018 










Les résultats de nos travaux sur les plans analytiques, d’étude de la liaison des antirétroviraux aux 
protéines plasmatiques et de pharmacocinétique de population pourraient contribuer à une 
meilleure interprétation des résultats de forme libre des trois antirétroviraux. Ainsi, d’un point de 
vue analytique, nous avons observé des variations dans les résultats de fraction libre qui dépendaient 
des conditions expérimentales. La méthode utilisée pour évaluer la forme libre peut donc 
compromettre l’interprétation pharmacocinétique-pharmacodynamique (PK-PD) des concentrations 
libres. Par ailleurs, les études de liaison des antirétroviraux aux protéines plasmatiques ont montré 
l’existence d’interaction conduisant à un déplacement de l’antirétroviral depuis son site de liaison. 
Ces interactions pourraient conduire à une désynchronisation entre les concentrations libres et 
totales, et expliquer l’absence de relation PK-PD entre les concentrations totales et certains échecs 
virologiques. Enfin, en construisant un modèle de pharmacocinétique de population combinant les 
mesures de concentrations libres et totales de DRV, nous avons effectué des simulations de profils 
pharmacocinétiques de forme libre dans le LCS. Les données obtenues indiquent que les patients 
avec des valeurs d’IMC élevées avaient des expositions insuffisantes de forme libre dans le liquide 
cérébro-spinal.  
I. Validation des méthodes analytiques 
A. La chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 
Lors de nos travaux, nous avons validé une méthode analytique robuste pour déterminer les 
concentrations libres et totales du DTG, du DRV et de l’ATV. Plusieurs travaux décrivent des 
méthodes pour quantifier les concentrations totales et libres des antirétroviraux 
(100,104,107,151,152,156,158–160,222–230). Toutefois, peu d’entre elles, et aucune à ce jour pour 
les concentrations libres, ont détaillé point par point leur processus de validation de méthode en 
suivant les référentiels de la FDA et de l’EMA(191,192). 
Parmi les étapes analytiques critiques, nous avons documenté l’existence d’un effet matrice 
susceptible de mener à une suppression ou à un gain d’ionisation. Cet effet matrice a été exploré 
dans le plasma et le dialysat de DE, ce dernier contenant une forte proportion d’ions phosphates. Or 






détecteur spectromètre de masse(231). Dans nos essais, nous avons retrouvé un effet matrice 
important (environ 50% de perte de signal pour le DTG et le DRV), lié à la présence du tampon 
phosphate dans le dialysat. L’utilisation d’un isotope stable (aussi appelé « deutéré ») comme étalon 
interne, subissant la perte d’ionisation comme la substance dosée, écarte toute interférence pour la 
mesure des concentrations libres. Ainsi, sur la base de nos résultats, il paraît primordial de 
rechercher un effet matrice et d’utiliser des étalons internes « deutérés » lorsque (i) la méthode de 
détermination de la forme libre repose sur la DE et (ii) que la quantification de l’analyte est effectuée 
par un détecteur spectromètre de masse. Une  étude (151) sur la forme libre du DRV et de l’ATV a 
été effectuée sans étalon interne « deutéré » mais en utilisant un détecteur spectromètre de masse. 
Pour autant, leurs résultats de forme libre sont proches de ceux que nous avons observé (e.g. 
fraction libre de 3,5% pour le DRV). 
A contrario, nous n’avons pas exploré l’existence d’un effet matrice avec l’ultrafiltrat et à ce jour, 
aucune étude n’a recherché l’existence d’un effet matrice pour cette matrice. Néanmoins, cette 
dernière, dérivant du plasma, ne contient que peu de phosphate(153). L’existence d’un effet matrice 
aussi important que celui observé avec le dialysat paraît peu probable. 
B. Dialyse à l’équilibre 
Les travaux de validation pré-analytique (e.g. la stabilité de la liaison, l’effet de l’hémolyse) ou 
analytique ont été conduit avec la technique de DE, qui est la méthode de référence pour l’étude de 
la forme libre(13).  
En l’absence du matériel nécessaire dans notre laboratoire, certains facteurs de variabilité comme le 
pH, le taux de CO2 et la différence de pression oncotique entre les deux compartiments de la dialyse, 
n’ont pas été exploré lors de nos travaux. 
Le pH est un facteur susceptible d’influencer la liaison des substances aux protéines 
plasmatiques(13,174). Le pH du tampon utilisé dans nos travaux correspondait au pH physiologique 
(pH=7,4)(153). Cependant, nous n’étions pas en mesure de contrôler ses variations, et donc son effet 
sur l’équilibre de liaison pendant la durée de l’expérimentation. Dans sa revue de littérature, Nilsson 
(13) a suggéré qu’un essai de DE sur une période inférieure à six heures n’entraînait pas de 






pH n’avait pas influencé nos résultats ; la durée de la dialyse ayant été de quatre heures pour les trois 
substances. 
Le taux de CO2 pendant l’analyse n’a pas pu être contrôlé. Le CO2 présent dans le plasma fait partie 
du tampon physiologique CO2/HCO3-(153). Lors d’un prélèvement sanguin et à l’ouverture du tube de 
prélèvement, le C02 présent dans le plasma s’échappe en partie par échange gazeux avec l’air. Cette 
perte de C02 déstabilise le tampon CO2/HCO3- et modifie le pH du plasma (13). Néanmoins, 
l’utilisation d’un tampon phosphate lors de des expérimentations de DE compenserait la modification 
de pH associée à la perte du C02 (13). 
L’effet de la pression oncotique, lié aux protéines du compartiment plasmatique de la DE, n’a pas été 
contrôlé pendant les travaux. L’absence de substance osmotiquement active dans le dialysat conduit 
à cette différence de pression oncotique. En conséquence, le compartiment plasmatique attire une 
partie de l’eau présente dans le dialysat. Afin de limiter ce transfert aqueux, des macromolécules 
pourraient être ajoutées dans le compartiment contenant le dialysat, l’objectif étant d’augmenter la 
pression oncotique dans ce compartiment(13). Cependant, si des substances sont ajoutées dans ce 
compartiment, il est nécessaire de vérifier que la substance étudiée ne se lie pas à cet adjuvant. En 
effet, une liaison non spécifique importante pourrait induire un changement de l’équilibre de liaison. 
Ces limites sont importantes à considérer si l’on souhaite se rapprocher de la « vraie » forme libre 
chez le patient. En effet, des résultats de concentrations libres considérés comme proches de celles 
pouvant être rencontrées in vivo assurent une comparaison fiable à des marqueurs d’efficacité 
virologiques comme les IC50/90.  
La durée de dialyse pour atteindre l’équilibre était similaire à celles observées dans d’autres études 
ayant utilisé la DE (4 à 5h, 8h dans l’étude sur l’ATV de Xu et al (226)), et ce pour les trois 
antirétroviraux (104,107,151,225,226,229). Cependant, avec cette durée d’expérimentation, il n’est 
pas envisageable d’intégrer la détermination de la forme libre dans une activité de laboratoire 
hospitalier ou pour une étude portant sur un grand nombre d’échantillons. Il est donc fréquent de 
recourir à une autre méthode plus rapide, telle que l’UF(13). 
C. Validation des conditions d’ultrafiltration 
La majorité des études ayant exploré la forme libre des antirétroviraux d’intérêt ont utilisé l’UF. 






160,222–224,227,228), alors que la procédure d’UF est connue pour ses nombreuses interférences 
durant l’expérimentation (13). Lors de nos travaux, il s’est avéré que les résultats de fraction libre 
obtenus par UF variaient en fonction des conditions opératoires. Les divergences de valeurs de 
fraction libre rapportées dans la littérature pourraient ainsi avoir une origine analytique. Nous avons 
donc entrepris une validation de méthode permettant (i) d’identifier les facteurs de variabilité et (ii) 
d’obtenir des résultats similaires à ceux obtenus avec la méthode de référence (DE à 37°C). 
Comme pour la DE, nous n’étions pas en mesure d’évaluer l’influence du pH et de la pression 
partielle en CO2 sur les résultats d’UF. A notre connaissance, ces aspects n’ont jamais été 
documentés dans l’exploration de la forme libre des trois antirétroviraux (100,152,156,158–160,222–
224,227,228).  
Lors de notre étude, nous avons exploré l’influence de la température et de la centrifugation (force 
relative et durée) sur les résultats d’UF. La plupart des travaux ayant exploré la forme libre de ces 
substances ont étudié l’influence des paramètres (température, durée et force relative de 
centrifugation) indépendamment les uns des autres(232–239). Or, cette méthodologie ne permet 
pas d’explorer l’interaction de plusieurs paramètres. Dans nos travaux, nous avons donc recherché 
par la méthode du plan expérimental factoriel complet les conditions d’UF influençant les résultats 
de fraction libre. Les données obtenues étaient comparées aux résultats de la DE à 37°C. Cette 
méthodologie diffère des études précédemment publiées, qui ne s’appuient pas sur des données de 
DE lors de la validation des conditions d’UF. En effet, à notre connaissance, ce processus n’a jamais 
été utilisé pour valider les conditions d’UF (232–239). 
L’utilisation d’un plan expérimental complet nécessite un nombre important d’échantillons. Deux 
niveaux étant explorés, 2n analyses étaient à prévoir, n correspondant aux nombre de paramètres 
étudiés (température, force relative et durée de centrifugation). Avec cinq échantillons par condition 
explorée, nous avons analysé 120 échantillons pour l’ensemble des antirétroviraux. Cette 
méthodologie pourrait être améliorée en vue de réduire le nombre d’échantillons. Deux approches 
sont possibles. Le plan expérimental factoriel fractionnaire réduit le nombre de conditions explorées. 
Toutefois, avec cette approche, une interaction (exemple : durée et force relative de centrifugation 
pour le DTG) peut ne pas être identifiée. Il existe une seconde approche en deux temps, associant un 
plan fractionnaire, pour une première exploration des conditions, suivi d’un plan complet. Le plan 






interactions sont identifiées, le plan complet est ensuite appliqué pour identifier les conditions 
conduisant à des interactions entre plusieurs facteurs (240). 
Lors de notre étude, les conditions de températures (DTG, ATV) et de centrifugation (durée pour le 
DRV et force relative pour l’ATV) se sont révélés être des facteurs indépendants dans l’influence des 
résultats de fu. Des résultats similaires avaient été observés pour d’autres 
substances(232,234,238,239). Ainsi, Li et al(232) ont observé qu’en augmentant la durée de 
centrifugation (10 à 50 minutes) ou la force relative de centrifugation (1000 à 10000 g), les résultats 
de fraction libre de vancomycine étaient modifiés (augmentation de la fraction libre avec 
l’augmentation de la force de centrifugation). Ces modifications des résultats de fraction libre étaient 
associées à des variations du volume d’ultrafiltrat récupéré. Comme dans notre étude (DTG), plus la 
durée de centrifugation était longue, plus le volume d’ultrafiltrat était important. Les auteurs 
attribuaient ces résultats à une rupture de l’équilibre de liaison dans le plasma situé dans la 
cheminée d’UF lorsque les conditions de centrifugation étaient extrêmes (condition de force relative 
ou de durée de centrifugation élevée). Du et al (234)ont observé un effet de la température et de la 
force relative de centrifugation sur les résultats de fraction libre du docetaxel. Ainsi, plus la 
température (4°C, 25°C et 37°C) augmentait, plus les valeurs de fraction libre étaient élevées. A 
l’inverse, en augmentant la force de centrifugation (2000, 6000 et 10000 g), les valeurs de fraction 
libre diminuaient. Deux autres études portant sur la fraction libre de l’ertapenem(238) et de la 
vancomycine(239) ont fait des observations similaires liées à la force relative de centrifugation et à la 
température. Les auteurs de ces différentes études ont tous constaté l’importante variabilité dans les 
résultats de fraction libre liés aux conditions d’UF. Néanmoins, aucun d’entre eux n’a discuté l’intérêt 
de se comparer à des résultats de DE pour déterminer les conditions optimales d’UF. Comme pour 
les antirétroviraux, il serait préférable de s’assurer de la méthode de détermination de la forme libre 
des antibiotiques. En effet, les valeurs de concentrations libres des antibiotiques, sont, comme avec 
les antirétroviraux, comparés à des données de concentrations inhibitrices théoriques 
(concentrations minimales inhibitrices pour les antibiotiques)(241).  
Les résultats obtenus lors de l’évaluation de l’UF du DTG confirment l’intérêt d’une exploration des 
conditions d’UF par un plan complet pour rechercher une interaction croisée (force relative et durée 
de centrifugation). Pris indépendamment, ces deux paramètres, quelle que soit la condition, ne 






mis en évidence une interaction conduisant à des résultats différents des autres conditions et 
notamment ceux obtenus avec la méthode de référence (DE à 37°C). 
Dans nos travaux portant sur le DTG, nous avons observé des volumes d’ultrafiltrats plus importants 
dans les conditions extrêmes d’UF (UF à 2000g pendant 20 minutes). Notre hypothèse repose un 
phénomène de concentration en amont du filtre, avec une réduction du plasma en tête de cheminée. 
En conséquence, l’équilibre de liaison DTG-albumine serait rompu et le plasma filtré entraînerait avec 
lui des molécules de DTG. Cette hypothèse est également proposée dans d’autres 
travaux(232,234,239). 
Pour les trois antirétroviraux, une même condition d’UF a été fixée (37°C ; 1000g ; 20 minutes). Cette 
condition assure des résultats identiques à ceux obtenus avec la DE à 37°C, hormis pour l’ATV. Pour 
cette substance, aucune condition ne permet d’obtenir des résultats similaires à ceux de la méthode 
de référence.  
La disparité des résultats de fraction libre (fu) par UF et DE dans nos travaux est retrouvée dans la 
littérature, notamment pour le DTG et l’ATV. Ainsi, nos résultats de fu par DE sont proches de ceux 
publiés chez le patient VIH et obtenus par DE (0,45%)(104). A l’inverse, les résultats de fu par UF 
publiés sont différents de nos résultats de DE, et sont proches de résultats obtenus dans certaines 
conditions d’UF (0,7%)(100). Des écarts similaires sont retrouvés pour l’ATV, avec des données en DE 
proches de nos résultats (3% et 5,4% estimé contre 7% dans notre étude)(151,225). En revanche, les 
études documentant la forme libre par UF ont observé des valeurs de fu beaucoup plus élevées 
(proches de 15%)(173). Les différences de valeurs entre les études publiées pourraient provenir d’un 
manque de robustesse lors de l’étape de l’expérimentation isolant la forme libre. 
L’absence de validation du processus d’UF est d’autant plus regrettable que plusieurs études se 
basent sur leurs résultats de forme libre, en les comparant à des IC50/90, pour émettre des 
recommandations de stratégies thérapeutiques(100,152,156,159,174,174,223,224,228,242,243,243–
247). Ce biais est d’autant plus dommageable que les résultats d’UF non validés conduisent le plus 
souvent à des valeurs de concentrations libres plus élevées que la 
DE(100,104,151,152,222,224,228,230). Il est donc possible de conclure, à tort, à des hypothèses 
rassurantes quant à l’efficacité des antirétroviraux à partir des résults obtenus par UF.  
La lourdeur de la validation et l’absence de recommandations pour la validation des méthodes sont 






substances fortement liées aux protéines plasmatiques. Il serait intéressant que des lignes directrices 
soient proposées par les autorités de référence (FDA, EMA) pour la validation de méthode de l’UF 
dans l’objectif d’améliorer l’interprétation des résultats de forme libre. 
II. Etude de la liaison des antirétroviraux aux protéines 
plasmatiques 
La deuxième étape de nos travaux consistait à l’étude de la liaison des trois substances aux protéines 
plasmatiques (albumine et alpha-1-glycoprotéine acide (AAG)). Deux paramètres sont susceptibles de 
conduire à une variabilité de liaison aux protéines plasmatiques: le nombre de sites de liaison (Bmax) 
et l’affinité (formulée sous la forme d’une constante de dissociation, Kd) de l’antirétroviral pour la 
protéine plasmatique. Lors de nos travaux d’étude de la liaison, les essais étaient conduits sur le 
plasma issu d’un même individu pour chaque antirétroviral. Le Bmax pouvait donc être considéré 
constant (absence de variation de la concentration en protéine de liaison). Le Kd était donc à l’origine 
des variations de résultats de fraction libre observées lors des expérimentations. L’exploration des 
caractéristiques de liaison des antirétroviraux s’est faite en deux parties. La première a étudié la 
phase pré-analytique et des interactions avec d’autres antirétroviraux, la seconde s’est intéressée 
aux calculs de Kd et Bmax. C’est avec l’étude de la liaison du DTG aux protéines que nous avons 
observé le plus grand nombre d’interférences et d’interactions sur la liaison. 
A. Facteurs de variabilité à la liaison in vitro 
A notre connaissance, aucune étude n’a exploré l’influence des différentes phases pré-analytiques et 
des interférences in vitro sur la liaison aux protéines plasmatiques pour les trois antirétroviraux 
étudiés. Néanmoins, les résultats de nos travaux indiquent que cette étape est primordiale pour 
évaluer avec exactitude la forme libre d’une substance. 
Pour les deux inhibiteurs de protéase (IP), l’équilibre de liaison n’a pas été modifié par les différentes 
conditions pré-analytiques ou par la présence d’autres antirétroviraux (DTG, etravirine, raltegravir). 
Ces résultats nous ont conduits à formuler deux hypothèses : (i) les IP n’ont pas de sites de liaison 
communs avec les composés intra-érythrocytaires, les anticoagulants et les antirétroviraux étudiés, 
et/ou (ii) l’affinité de liaison aux protéines plasmatiques est suffisamment importante pour que les IP 






disponibles sur la liaison aux protéines plasmatiques des deux IP(173). A l’inverse des IP, l’équilibre 
de liaison du DTG a été modifié par de nombreux facteurs, non explorés à ce jour dans la littérature.  
L’influence de l’hémolyse survenant in vitro n’est pas inclue dans de précédentes études de la forme 
libre de substances fortement liées aux protéines plasmatiques. Elle conduit néanmoins à la 
libération de produits endogènes entrant en compétition avec le site de liaison du DTG aux protéines 
plasmatiques. En déplaçant le DTG du site de liaison, ces substances endogènes ont augmenté la 
concentration libre mesurée. Si aucune donnée ne décrit à ce jour cette interaction avec des 
médicaments, ce mécanisme est néanmoins bien décrit en analytique(248). Des travaux ont montré 
que l’hémolyse est associée à une diminution de la liaison entre des anticorps et leurs épitopes, 
expliquant les résultats observés avec le DTG. Il est donc important, lors de la validation d’une 
méthode d’UF, de vérifier l’effet de l’hémolyse sur la fraction libre. Une hémolyse à 0,2 g/dL 
d’hémoglobine conduisant à une coloration rosée du plasma, il est possible d’écarter les échantillons 
par analyse macroscopique du plasma(248–250). En effet, pour des valeurs inférieures à 0,25 g/L 
d’hémoglobine dans le plasma, les résultats de fu n’étaient pas statistiquement différent d’un plasma 
sans hémolyse, quelle que soit la concentration totale en DTG. Comme l’hémolyse, l’utilisation d’un 
tube de prélèvement contenant du citrate réduisait l’affinité de la liaison du DTG aux protéines 
plasmatiques. Néanmoins, aucune étude n’a décrit cette interaction, que ce soit pour des substances 
endogènes ou pour des xénobiotiques. 
Le DTG était également déplacé de la liaison protéique par l’ajout in vitro d’autres antirétroviraux. 
Peu d’études ont exploré la variabilité des concentrations totales de DTG suite à une association avec 
d’autres antirétroviraux. Il est ainsi difficile de savoir si les interactions observées in vitro ont bien un 
retentissement sur les concentrations totales mesurées chez les patients (in vivo). Il est important de 
noter que les conséquences d’une compétition sur la liaison ne doivent pas être interprétées de la 
même manière lors d’une expérimentation in vitro ou in vivo (e.g. chez les patients). La différence 
d’interprétation entre un déplacement de la liaison in vitro et in vivo est illustrée dans la Figure 6 
(251). Lors d’une compétition à la liaison in vitro, la forme liée déplacée rejoint la forme libre. On 
assiste donc à une augmentation de la concentration libre, sans modification de la concentration 
totale (qui correspond à la somme des concentrations libres et liées). Lors d’une compétition in vivo, 
la forme liée se décroche également, ce qui entraîne une augmentation ponctuelle de la 
concentration libre. Néanmoins, in vivo et à l’état d’équilibre pharmacocinétique, pour les 






intrinsèque gouverne l’élimination de la concentration libre. Comme décrit dans les équations de la 
Figure 6, la clairance intrinsèque est constante au cours du temps (en l’absence d’inhibition sur le 
métabolisme). La concentration déliée est ainsi éliminée, la concentration libre reprend la valeur 
précédant l’interaction et la concentration totale diminue. En résumé, lors d’une interaction sur le 
site de liaison, la substance (comme le DTG) victime de l’interaction va être déplacée. In vitro, 
l’interaction se manifeste par une augmentation de la fraction libre par augmentation de la 
concentration libre. In vivo, l’interaction se traduit par une augmentation de la fraction libre par 
diminution de la concentration totale (conséquence d’une baisse de la forme liée), la concentration 
libre restant inchangée. Nous avons utilisé ces relations entre formes libres et liées pour extrapoler 
les résultats observés dans notre étude in vitro avec le DTG pour prédire l’évolution des 
concentrations chez les patients. 
 
Figure 6 : conséquences d’une interaction sur un site de liaison, associé à un déplacement de la substance, sur les valeurs de 
fraction libre et de concentrations libres et totales. In vitro (partie gauche de la figure), après l’interaction, la concentration 
libre (en bleu) augmente, la concentration totale (en rouge) demeure inchangée. Dans la partie droite de la figure, 






retrouve pendant un court associée à la concentration libre, qui augmente. Néanmoins, la clairance intrinsèque existant in 
vivo (et absente in vitro) va conduire à un retour à une concentration libre à l’équilibre identique à celle précédant 
l’interaction.  
L’association DTG/DRV est celle qui a été le plus étudié d’un point de vue pharmacocinétique. 
Plusieurs travaux ont décrit une réduction des concentrations totales du DTG chez les patients lors 
d’une association avec le DRV/ritonavir(252–254). Toutefois, un effet inducteur du ritonavir sur le 
métabolisme du DTG (augmentation de la clairance intrinsèque), réduisant les concentrations 
totales, a été suspecté dans les différents travaux. Le mécanisme d’induction a été confirmé par 
Gervasconi et al(254), qui ont étudié l’évolution des concentrations totales de DTG en passant d’une 
association avec le DRV/ritonavir au DRV/cobicistat. Le changement du ritonavir pour le cobicistat, 
qui ne présente pas d’effet inducteur sur le métabolisme du DTG, était associé à une augmentation 
des concentrations totales de DTG. L’effet de l’interaction du DRV sur le site de liaison du DTG paraît 
donc modeste, comparé à l’effet inducteur du ritonavir(10). 
Lors de l’association DTG/ATV(255), une augmentation des concentrations totales de DTG a été 
décrite, en comparaison des concentrations totales de DTG sans ATV. Cette co-prescription, observée 
dans des stratégies de renforcement thérapeutiques, a conduit à des augmentations considérables 
des concentrations totales, par inhibition de l’UGT1A1 par l’ATV (10). Ainsi, si l’ATV interagit avec le 
DTG sur la liaison à l’albumine, l’effet de l’interaction sur le site de liaison est masqué in vivo par 
l’importante réduction de la clairance intrinsèque du DTG. 
A ce jour, la variation des concentrations totales de DTG suite à l’association de la rilpivirine n’a pas 
été étudiée. Si une baisse des concentrations totales de DTG venait à être observée, elle ne serait pas 
associée à une baisse d’efficacité, comme en attestent les résultats des essais SWORD I et II(87). En 
effet, l’interaction se manifesterait uniquement par une baisse des concentrations liées (et donc 
totales), la rilpivirine étant dénuée de tout effet inducteur des systèmes enzymatiques impliqués 
dans l’élimination du DTG(256). 
Une seule étude a exploré les variations des concentrations totales de DTG sous etravirine et 
DRV/ritonavir(119). Les concentrations totales de DTG ne variaient pas significativement, avec ou 
sans cette association de trois antirétroviraux. Ce résultat est inattendu, le ritonavir et l’etravirine 
étant des inducteurs connus du métabolisme du DTG(10,72,257). Il est donc difficile d’utiliser nos 






Dans les quatre situations évoquées, seules des mesures combinées des concentrations libres et 
totales chez les patients permettraient de confirmer une interaction sur le site de liaison. Si une 
étude venait à conduire cette exploration, et si notre hypothèse émise à partir de nos résultats in 
vitro se confirmait in vivo, une désynchronisation de la variation des concentrations libres et totales 
serait observée. 
B. Etude de la liaison des antirétroviraux aux protéines plasmatiques 
Pour chacune des trois substances, nous avons observé chez les patients une importante variabilité 
inter-individuelle de la fu lors des essais par DE. En revanche, les variabilités inter-individuelles des 
concentrations d’albumine et d’AAG, étaient relativement faibles (inférieures ou proches de 30%).  
Dans la seule étude explorant la liaison de l’ATV aux protéines plasmatiques (AAG et albumine) (173), 
les auteurs ont rapporté une saturation des sites de liaison aux protéines plasmatiques à des 
concentrations suprathérapeutiques. Lors de notre exploration des paramètres de liaison, la 
saturation de la liaison survenait également pour des concentrations totales supérieures à 10 mg/L, 
considérées comme suprathérapeutiques, pour les trois antirétroviraux. La saturation de liaison aux 
protéines plasmatiques n’intervenant qu’à des concentrations suprathérapeutiques, on peut en 
déduire que la variabilité de la fu n’est pas expliquée par les valeurs de concentrations totales. Il est 
donc probable que la variabilité de fu observée dans notre étude ait pour origine une variabilité du 
Kd, comme nous l’avons observé lors des études d’interaction sur la liaison avec le DTG. 
Lors des expérimentations sur les interactions à la liaison aux protéines plasmatiques, nous avons 
observé que (i) le DTG était fréquemment déplacé de sa liaison aux protéines plasmatiques et (ii) à 
l’inverse, aucune interaction à la liaison n’était observée avec le DRV. En théorie, nous pouvions donc 
nous attendre à une valeur de Kd plus basse (donc une affinité plus importante) pour le DRV, 
comparé au DTG. Curieusement, les résultats des Kd calculés pour le DTG et le DRV  sont 
contradictoires avec l’hypothèse formulée (le Kd du DTG était plus faible que celui du DRV). Lors de 
nos travaux, nous avons travaillé sur du plasma de sujets sains. Cela peut être considéré comme une 
limite dans notre exploration. En effet, dans notre étude, les résultats de Kd et Bmax correspondent à 
des paramètres de liaison pour les protéines plasmatiques dans leur ensemble et pas spécifiquement 
à l’albumine ou à l’AAG. Pour déterminer les valeurs de Kd et Bmax,il aurait été préférable de travailler 






al(173). Dans leur travaux, les auteurs ont été capable de différencier les liaisons de l’ATV à l’AAG 
(forte affinité de liaison et saturable) et à l’albumine (faible affinité de liaison, non saturable).  
Par ailleurs, nos travaux étaient une première étape pour évaluer les sources de variabilité inter-
individuelle du Kd. Une importante variabilité pourrait être à l’origine d’une discordance dans la 
variation des formes totales et libres, comme celle observée chez les patients insuffisants hépatiques 
avec le DTG(106). Cette désynchronisation entre les formes libres et totales expliquerait des 
différences d’efficacité entre les individus, non expliquées par la concentration totale (e.g. le DRV en 
monothérapie(7)). 
III. Exploration de la forme libre du DRV chez les patients VIH : 
apports du modèle de pharmacocinétique de population. 
Dans les essais MONET(138–140) et PROTEA(141), la monothérapie de DRV ne conduisait pas à la 
même efficacité virologique qu’une trithérapie, voire une bithérapie (essai MOBIDIP(135)). Ces 
échecs n’étaient pas expliqués par les mesures de concentrations totales(7). Nous avons cherché à 
savoir si ces échecs virologiques pouvaient être expliqués par des sous-expositions en concentration 
libre, que l’on peut prédire par un modèle de pharmacocinétique de population (PKPOP). Nous avons 
donc (i)  développé un modèle de PKPOP pour approfondir l’exploration de la pharmacocinétique du 
DRV, et (ii) recherché le rôle éventuel du Kd pour expliquer des désynchronisations dans les variations 
des concentrations libres et totales. En réalisant des simulations à partir du modèle développé, nous 
avons pu proposer une hypothèse pharmacologique aux échecs virologiques observés lors des 
monothérapies de DRV. 
A. Construction du modèle de pharmacocinétique de population et apport 
de la combinaison des formes libres et totales dans la mise au point 
Le modèle que nous avons construit à partir des mesures de concentrations libres et totales de  DRV 
peut se rapprocher de certains modèles publiés dans la littérature pour des antirétroviraux (DRV, 
ATV, lopinavir) (150,225,258,259). Néanmoins, nous avons émis deux hypothèses, sur la base de nos 
travaux et de données de la littérature, distinguant l’équation de notre modèle structurel (Eq.3) des 
modèles publiés précédemment. Le premier postulat porte sur le nombre de sites de liaisons. Barrail-
Tran et al(173) on étudié la liaison de l’ATV aux protéines plasmatiques in vitro. Ils ont observé un 






mg/L). Nous avons ainsi supposé que la liaison du DRV aux protéines plasmatiques était similaire à 
celle de l’ATV, avec l’existence d’un seul site de liaison et l’absence de saturation de la liaison aux 
concentrations thérapeutiques. Brochot et al(150) avait également proposé cette approximation 
dans leur modèle. En nous reposant sur cette hypothèse, nous avons remplacé le Bmax par la 
concentration en AAG mesurée chez les patients (Eq.2,3). Cependant, la liaison étant considérée 
comme non saturable dans notre hypothèse, le Kd n’est en réalité pas une constante de dissociation. 
En effet, le Kd correspond à la valeur de concentration libre lorsque la moitié des sites de liaison aux 
protéines plasmatiques sont occupés. Or nous considérons ici la liaison non saturable. On pourrait 
donc ici parler plutôt d’une pseudo-constante de dissociation ou d’une constante de fixation. Le 
second postulat porte sur la différence des valeurs de concentrations libres chez les patients et de Kd 
du DRV pour la liaison à l’AAG. En nous basant sur nos résultats de l’étude de la liaison du DRV (Kd 
estimé à 6 µM) et les valeurs des concentrations libres mesurées (moyenne à 0,2 µM), nous avons 
considéré que le Kd était plus élevé aux concentrations libres. Nous avons donc pu simplifier 
l’équation 2 pour obtenir l’équation 3, qui une équation de notre modèle structurel. 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 × (1 +
𝐵𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑑+𝐶𝑢
)  Eq.1 
𝐶𝑡 = 𝐶𝑢 × (
𝐾𝑑+𝐵𝑚𝑎𝑥
𝐾𝑑




    Eq.3 
Les échantillons disponibles pour construire le modèle ne permettaient pas une bonne description de 
la phase d’absorption du DRV. En effet, la majorité des échantillons étaient prélevés après le milieu 
de l’interdose. Nous avons donc décidé de ne pas inclure une constante d’absorption dans notre 
modèle structurel. 
Le Laboratory of Applied Pharmacokinetics (LAPK)(260) est à l’origine du développement du logiciel 
Pmetrics®(261). Une bibliothèque de modèle structurel est mise à disposition sur le site du LAPK. 
Comme le propose Robert Jelliffe (262), membre du LAPK, la phase d’élimination est décrite par la 
micro-constante ke, selon l’équation suivante : 









avec ke : constante d’élimination, CL : clairance totale ; V : volume de distribution, en suggérant une 
relation d’interdépendance entre chacun des trois membres de l’équation(262). Or, la clairance et le 
volume de distribution (V, correspondant au volume de distribution à l’équilibre Vss) sont deux 
mécanismes distincts, chacun d’eux pouvant évoluer indépendamment l’un de l’autre(8). La 
proposition d’une interdépendance entre les trois paramètres ke, CL et V n’est donc pas valide.  
Les valeurs de CL et V prédites dans notre modèle étaient très différentes de celles décrites dans les 
précédent modèles publiés, qui ont développé leur modèle avec des concentrations totales 
(14,149,150). Cependant, on ne peut pas pas comparer directement les valeurs obtenues dans nos 
travaux à ceux décrits dans la littérature. En effet, en travaillant à partir des concentrations libres, 
nous avons prédit des valeurs de clairance intrinsèque apparente (ou clairance libre) et de volume de 
distribution libre apparent. Les modèles publiés ont prédit des valeurs de clairance d’élimination 
totale apparente et de volume apparent. Néanmoins, en multipliant les valeurs des paramètres 
pharmacocinétiques individuels (clairance intrinsèque et volume de distribution libre) par la fu 
moyenne calculée dans notre étude (3%)(251), nous retrouvons des valeurs proches de celles 
publiées dans les précédents travaux(14,149,150). 
A partir du logiciel Pmetrics®, nous avons appliqué une approche non paramétrique pour développer 
le modèle, ce qui nous distingue des études précédentes utilisant plutôt des approches 
paramétriques(14,149,150). L’intérêt principal de cette approche est de ne pas se contraindre à 
l’hypothèse d’une distribution normale des paramètres pharmacocinétique. L’approche non 
paramétrique est donc intéressante pour identifier des sous-populations de patients, ces derniers 
étant potentiellement ignorés par une approche paramétrique. Néanmoins, les données de nos 
travaux étaient limitées pour une utilisation optimale de cette approche. En effet, l’effectif de la 
population était probablement insuffisant pour identifier une sous-population de patients avec un 
profil pharmacocinétique inhabituel.  
Les études ayant exploré l’effet d’un IMC élevé (>25-30 kg/m²) sur la clairance d’élimination se sont 
basées sur des mesures de concentrations totales(263). Les substances étudiées étaient très 
majoritairement des médicaments fortement liées aux protéines plasmatiques. Or, les différents 
travaux publiés ont montré des résultats divergents. Selon les études, les individus avec un IMC élevé 
présentaient soit une augmentation soit une absence de modification de la clairance d’élimination. 






modèle, nous avons été en mesure de distinguer l’effet de l’IMC sur la clairance intrinsèque 
(réduction des concentrations libres et totales) d’une part et sur la constante de dissociation 
(augmentation de la concentration liée) d’autre part. Il n’est pas possible de distinguer ces deux 
effets en étudiant uniquement les concentrations totales, comme cela a été rapporté (263). On 
explique ainsi les divergences observées dans ces études, en fonction de l’effet de l’IMC sur la liaison 
des substances étudiées aux protéines plasmatiques. 
Dans nos travaux, un IMC élevé était associé à une clairance intrinsèque apparente (Clint/F) élevée, ce 
qui conduisait à une diminution des concentrations, libres et totales. Par ailleurs, nous avons observé 
qu’un IMC élevé pouvait être relié à une diminution du Kd (augmentation de l’affinité). Ce 
changement de Kd pourrait s’expliquer par des mécanismes de glycation des protéines plasmatiques. 
Ce phénomène de glycation est rapporté chez les patients diabétiques ou présentant un syndrome 
métabolique observé chez les patients avec un IMC élevé(264–266). Ainsi, une glycation de l’AAG 
serait susceptible de modifier le Kd du DRV, comme cela a été rapporté pour la liaison de la warfarine 
à l’albumine(204,205,267). D’après les données publiées, la glycation de l’albumine était associée à 
une augmentation de l’affinité de certaines substances, comme la warfarine la phenylbutazone ou le 
tryptophane, à l’albumine. Dans nos travaux, l’augmentation de la Clint/F était contrebalancée par la 
baisse du Kd, masquant ainsi l’effet de l’IMC sur la Clint/F sur les concentrations totales. En effet, une 
diminution du Kd est associée à une diminution de la fraction libre par augmentation de la forme liée. 
Des données de désynchronisation entre les concentrations libres et totales en ATV ont été 
également observées sur des rats obèses(268). 
B. Application pratique à partir de simulations dans un what if scenario 
A partir de nos travaux de modélisation et de simulations, nous proposons une hypothèse 
pharmacologique aux échecs virologiques observés en dépit de concentrations totales optimales au 
cours d’une monothérapie de DRV. 
Le profil de diffusion du DRV dans le liquide cérébro-spinal (LCS) est médiocre(151,152) et des 
rebonds virologiques ayant pour origine ce compartiment(48,269–271) ont été décrits. Ces échecs 
virologiques étaient caractérisés par des virus ne présentant pas de mutation de résistance, et une 
indétectabilité virologique récupérée par un retour à une trithérapie. Lorenzo-Rodendo et al(34) ont 
montré que pour une faible concentration d’antirétroviral dans un compartiment, la pression de 






libres de DRV dans le SNC, comme celles observées dans nos simulations de profils cinétiques dans le 
LCS, conduiraient à une faible pression de sélection. Nos résultats pourraient donc expliquer des 
échecs virologiques, sans mutations de résistance, observés sous monothérapie de DRV. 
Peu d’études ont intégré l’IMC, en incluant des valeurs élevées, dans leur analyse des échecs 
virologiques lors des monothérapies. Notre hypothèse doit donc être confirmée sur une population 
plus importante de patients, en incluant des patients avec un IMC élevé (>25-30 kg/m²). Nos résultats 
pourraient avoir un intérêt particulier dans la population nord-américaine, où des IMC très élevés 
sont fréquemment retrouvés (272). 
Si nos résultats venaient à être confirmés, la monothérapie de DRV ne devrait pas être recommandée 
chez les patients présentant un IMC élevé. Par ailleurs, une augmentation de posologie de 800 mg qd 
à 600 mg bid ne serait pas systématiquement suffisante pour atteindre une concentration libre 
efficace dans le LCS. En revanche, une association du DRV à la lamivudine, comme dans l’étude 
MOBIDIP(135), pourrait être intéressante dans cette sous-population de patients. Dans l’étude 
MOBIDIP, l’efficacité était conservée même en présence de mutation de résistance archivée (comme 
la M184)(135). La lamivudine, mais aussi l’emtricitabine, sont des inhibiteurs nucléosidiques avec un 
bon profil de diffusion dans le LCS (rapport des concentrations LCS/plasma = 0,7 pour 
l’emtricitabine)(273,274). Ces substances seraient intéressantes pour envisager une stratégie 
d’allègement en bithérapie avec du DRV chez des patients à IMC élevé. 
La diffusion du DRV a été étudiée dans d’autres compartiments comme le tissu génital ou rectal. 
Cependant, ces études se sont limitées à la mesure des concentrations totales dans ces tissus. Or il a 
été montré avec le DTG (104,230), l’existence d’une forme liée en proportion non négligeable dans le 
tissu génital masculin (fu=13%). Pour éviter toute erreur d’interprétation dans les résultats, en 
l’absence de ratio des concentrations libres compartiment/plasma, nous avons préféré écarter 
l’exploration de l’exposition par des simulations de profils cinétiques du DRV libre dans ces 
compartiments. 
Notre scénario de simulations repose sur deux études ayant exploré les ratios de concentrations 
libres LCS/plasma (4% et 8,5%) (151,152). Cependant, il existe un écart important entre les ratios de 
concentrations libres LCS/plasma entre les deux études, ce qui constitue une limite dans 
l’interprétation des résultats. Cette différence trouve très probablement son origine dans les 






DE(151), l’autre sur l’UF(152). En se basant sur les exigences pré-analytiques et analytiques que nous 
nous sommes imposés, seuls les résultats de l’étude de Delille et al (151) sont utilisables dans le 
cadre de cette discussion. En effet, les auteurs ont obtenus un ratio de 4.0% en utilisant une 
technique de DE (151). 
L’utilisation de ratios fixes des concentrations libres lors de nos simulations était une autre limite 
dans l’interprétation de nos résultats. En effet, dans les deux études, les ratios observés sont associés 
à une importante variabilité inter-individuelle (8.5% IQR[6.2-12.7] pour l’étude de Croteau et al et 
4.0% IQR[3.0-6.0] pour l’étude de Delille et al(151)). Nous avons donc exclu toute variabilité liée à la 
diffusion, pouvant être apportée par exemple par le transport d’influx (OATP1B1) ou d’efflux (P-gp) à 
travers la barrière hémato-méningée. Cependant, aucune étude n’a détaillé à ce jour les facteurs de 
variabilité de la diffusion du DRV dans le LCS. Le polymorphisme génétique des deux transporteurs et 
la présence du ritonavir dans le sang (inhibiteur de la P-gp) pourrait être deux facteurs à explorer 
pour expliquer une variabilité dans le profil de diffusion(36). 
Les seuils d’efficacité utilisés dans notre étude constituent également une limite à notre étude. En 
effet, nous avons considéré efficace une concentration libre supérieure à des IC50/90 pendant 100% du 
temps entre deux prises (interdose). Cependant, aucun modèle pharmacodynamique n’a validé cet 
objectif d’exposition. Ainsi, une aire sous courbe, un ratio de concentration maximale ou minimale 
sur une IC50/90 pourraient également être des critères pharmacocinétiques-pharmacodynamiques à 
explorer. Notre choix de cible (Cmin> IC50/90 pendant toute l’interdose) reposait donc uniquement sur 
un souci d’homogénéité de présentation des résultats, par rapport à d’autres études explorant 
l’efficacité des antirétroviraux. Il est en effet fréquent de voir les concentrations minimales 
comparées à une cible comme IC50/90, plus ou moins ajustée à la liaison protéique (qui correspond à 
l’évaluation de la concentration inhibitrice dans un milieu de culture contenant du sérum humain 
pour s’approcher des conditions de liaisons aux protéines sériques) 







IV. Conclusions et perspectives 
 
Une validation de méthode approfondie est nécessaire avant d’entreprendre l’étude et 
l’interprétation de la forme libre des substances fortement liées aux protéines plasmatiques. Lors de 
nos travaux, nous avons montré l’existence de plusieurs sources de variabilité des résultats de 
fraction libre liés à des expérimentations par UF. Cette variabilité a facilement été observée, en 
explorant uniquement trois facteurs (température, durée et force de centrifugation), sur des valeurs 
des niveaux de facteurs proches (e.g. 1000/2000g). Seule une harmonisation des pratiques dans 
l’évaluation de la forme libre permettrait de comparer les résultats de forme libre entre les 
différentes études. Cette harmonisation paraît d’autant plus importante que les résultats de 
concentrations libres sont souvent directement comparés à des concentrations inhibitrices de la 
réplication virale. La comparaison des deux concentrations libres et inhibitrices est ensuite utilisée 
pour conclure sur l’efficacité de l’antirétroviral. 
En nous basant sur une méthode de DE, nous avons montré l’existence d’une importante variabilité 
des résultats de fraction libre, pouvant être liée à des interactions sur la liaison aux protéines 
plasmatiques. Cette variabilité pourrait principalement être expliquée par une modification de la 
constante de dissociation des antirétroviraux pour les protéines plasmatiques. Ainsi de nombreux 
facteurs comme les co-prescriptions ou les composés endogènes sont susceptibles d’entrer en 
compétition avec les antirétroviraux. Lors de nos travaux, ce mécanisme de compétition a été 
notamment observé avec le DTG. Cette interaction sur le site de liaison a pour conséquence une 
modification de la constante de dissociation (Kd). Nous avons par ailleurs proposé des valeurs de Kd et 
de Bmax à partir du plasma d’un seul sujet. Néanmoins, il serait intéressant d’approfondir l’étude de 
ces paramètres de liaison par des travaux à partir d’échantillons de plusieurs individus. Une telle 
étude permettrait de rechercher l’existence d’une variabilité inter-individuelle des paramètres de 
liaison Kd et de Bmax.  
Au cours de nos travaux, nous avons développé un modèle de pharmacocinétique de population 
assurant une description fidèle des données de concentrations libres et totales. Nos travaux se sont 
basés sur une approche non paramétrique. Cependant, nous n’avons peut-être pas été en capacité 
d’exploiter pleinement l’approche non paramétrique. Il aurait été intéressant de comparer les 






deux démarches. En se basant sur la concentration libre, nous avons mis en évidence une sous-
population de patients présentant une clairance intrinsèque (ou clairance libre) augmentée. La 
variabilité de l’affinité de liaison dans cette population de patients rendait difficile cette 
interprétation par la seule mesure des concentrations totales. Néanmoins, nos résultats se doivent 
d’être confirmés par des calculs de Kd in vitro. Pour ce faire, des surcharges de DRV pourraient être 
réalisées sur des échantillons de plasma provenant de différents sujets, catégorisés selon leur IMC 
(normal 18-25 kg/m², ou élevé >25 kg/m² et >30kg/m²). Les calculs de Kd sur ces échantillons 
pourraient confirmer notre hypothèse. 
Les résultats de nos travaux sont une première étape dans l’objectif d’un suivi thérapeutique 
pharmacologique reposant sur les concentrations libres à la place des concentrations totales pour le 
DRV. Elles justifient d’étendre ces travaux sur la forme libre à d’autres substances fortement liées aux 
protéines plasmatiques, comme certains antibiotiques (e.g. la cefazoline chez les patients présentant 
une maladie rénale chronique, accumulant des produits du catabolisme se liant à l’albumine, comme 
l’urée). 
Les simulations des profils pharmacocinétiques à partir du modèle construit dans notre étude ont 
montré que l’exposition du DRV libre dans le LCS était insuffisante. Ce résultat serait en mesure 
d’expliquer les échecs virologiques lors des monothérapies de DRV et contribuerait à 
l’individualisation des stratégies d’allègement. L’individualisation pourrait passer par la proposition 
d’une bithérapie à la place d’une monothérapie pour certaines sous-populations de patients. 
Néanmoins, les hypothèses formulées à partir des simulations nécessitent d’être approfondies sur 
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A. Partie bibliographique 
 
Tableau des principaux essais cliniques évaluant l’efficacité du DTG. 
Etude 





Patients naïfs de traitement 





placebo, 2,10 et 50 
mg par jour en 
monothérapie chez 
35 patients naïfs 
CV à 10 jours 
Décroissance plus importante 
pour une dose de 50 mg 
50 mg : seul bras sans 
augmentation de la CV à l’arrêt 
(reprise réplication à J4) 
SPRING 
Essai de phase IIb 
DTG 3 doses contre 
EFV 
Suivi CV à S48 
10, 25 et 50 mg 
DTG 
600 mg EFV 
Efficacité plus rapide avec le 
bras DTG, quelle que soit la 
dose 
SPRING-2 
Essai de phase III 
Non infériorité DTG 
face RAL, suivi CV 
S48 et S96 
50 mg DTG 
400 mg x 2/j RAL 
Non infériorité du DTG contre 
le RAL 
Plus d’échecs dans le bras RAL 
SINGLE 
Essai de phase III 
Comparaison deux 











Supériorité efficacité du bras 
DTG et dans la proportion 
patients avec CV<seuil 50 c/mL; 
rapidité indétectabilité ; 
augmentation LTCD4 ;  
arrêts pour effets indésirables 
FLAMINGO 
Essai de phase III 
Comparaison DTG au 
DRV 
Suivi CV S48, 96 
DTG 50 mg 
DRV 800 mg 
Supériorité DTG efficacité 
virologique : plus grande 
proportion CV<50 c/ml ;  
meilleur profil lipidique et 
moins d’arrêts dans bras DTG 
Patients pré-traités 
SALING 
Essai de phase III 
DTG contre RAL 
patients en échec 
avec mutations 
résistance 
Suivi CV à S48 
DTG 50 mg 
RAL 400 mg x 2 / j 
Supériorité du DTG : plus 
grande proportion CV<50 c/mL 
VIKING 
Essai de phase III 
DTG qd ou bid 
Patients en échec 
virus avec mutations 
sur intégrase + une 
autre classe 
DTG 50 mg qd ou 
bid 
Ajouté à une 
stratégie inefficace 
Résultats plus intéressants sur 
un plan virologique à J11 et S24 
pour 50 mg x 2 / jour. 
VIKING-3 
DTG sur stratégie en 
échec 
DTG 50 mg bid 
pendant 8 jours 
CV<50 c/mL obtenue chez 63% 














Même étude que 
VIKING-3 mais avec 
bras placebo 
DTG 50 mg bid 
contre placebo 




Etude de phase 
I/II 
- 12/18 ans 
- 6/12 ans 
- 2/6 ans 
1 mg/kg, avec un 
maximum à 50 mg 
par jour 
- 12/18 ans : infériorité 
comparé à SAILING à S48. 
Imputée à l’observance  
- 6/12 ans : non-infériorité 
comparé à SAILING à S48 
- 2/6 ans : S4 résultats 
intéressant. Evaluation en cours 
Stratégies d’allègement thérapeutique – Bithérapie 
SWORD 1 et 2 
CV<50 c/mL pendant 
12 mois, sans échec 
virologique dans 






- Non infériorité sur un plan 
virologique à S48 
- plus d’arrêts liés à des effets 
indésirables dans le bras 
bithérapie 
LAMIDOL 
CV<50 c/mL pendant 
24 mois 
Bithérapie DTG/3TC 
Etude à un bras 
DTG 50 mg 
3TC 300 mg 
A S40, 97% patients 
conservaient une CV<50 c/mL 
ACTG A5353 
Simple bras DTG/3TC 
chez  patients naïfs 
avec CV<105 c/mL 
DTG 50 mg 
3TC 300 mg 
A S24, résultats comparables 
aux essais de trithérapie (90% 
CV<50 c/mL) 




DTG 50 mg 
A S24, infériorité par rapport à 
la trithérapie 
Stratégie non recommandée 
Tableau 12 Annexe 1-1 : principaux résultats des essais cliniques évaluant l’efficacité immuno-virologique et l’innocuité des 
stratégies thérapeutiques reposant sur le Dolutegravir. CV : charge virale ; DTG : Dolutegravir ; EFV : Efavirenz ; S24,48,96 : 
semaines 24,48,96 ; RAL : Raltegravir ; TDF : Tenofovir disoproxyl fumarate ; FTC : Emtricitabine ; LTCD4 : lymphocytes T 











Tableau des principaux essais cliniques évaluant l’efficacité du DRV. 
Etude 





Patients naïfs de traitement 
ARTEMIS 
Essais phase III 
Patients naïfs en 
trithérapie, 
DRV/r contre LPV/r 
DRV/r 800/100 mg 
LPV/r 800/200 mg 
(en deux prises) 
S48, 96, 192 : non infériorité du 




Essais de phase III 
Patients prétraités 
en trithérapie, 
DRV/r contre LPV/r 
DRV/r 1200/200 
mg 
LPV/r 800/200 mg 
(en deux prises) 
S48, 96: non infériorité du DRV 
sur un objectif à CV<50 c/mL 
ODIN 
Essais de phase III 
Patients prétraités 
en trithérapie, 
DRV 800 contre 1200 
mg 
800/100 mg 
1200/200 mg (en 
deux prises) 




histoire avec échec 
IP. DRV ajouté à la 
stratégie en cours 
DRV/r 1200/200 
mg en deux prises 
S48, 96 : bénéfice de l’ajout du 




Enfants 12-18 ans, 
>40 kg 
DRV/r 800/100 mg 
Environ 80% des enfants 
avaient une CV<50 c/mL à S48 
DELPHI 
Essais phase II 




Environ 50% des enfants 
avaient une CV<50 c/mL à S48 
ARIEL 
Essais phase II 




Environ 80% des enfants 
avaient une CV<50 c/mL à S48 
Stratégies d’allègement thérapeutique – Bithérapie 
DUAL 





3TC 300 mg 
Non infériorité en termes 
d’efficacité virologique 
MOBIDIP 




3TC 300 mg 
Plus grand nombre d’échecs 
virologiques dans le bras 
monothérapie (24,8%) contre 
bras bithérapie (3%), même en 
présence d’une mutation M184 







DRV/r 800/100 mg 
(après S48) 
Trithérapie : DRV+ 
INTI au choix 
S96 : non infériorité bras 
monothérapie. Pas de suivi des 
concentrations entre les échecs 
MONET 
Essais phase III 
DRV/r 800/100 mg 
Trithérapie : DRV+ 
INTI au choix 
S48 : non infériorité mais 
absence de différence dans les 







S144 : plus d’échecs 
virologiques dans le bras 
monothérapie, non expliqués 
par la concentration totale 
PROTEA 
Essais phase III 
DRV/r 800/100 mg 
Trithérapie : DRV+ 
INTI au choix 
S96 : infériorité bras 
monothérapie par rapport 
trithérapie 
Tableau 13 Annexe 1-1 : principaux résultats des essais cliniques évaluant l’efficacité immuno-virologique et l’innocuité des 
stratégies thérapeutiques reposant sur le Darunavir. CV : charge virale ; DRV/r : Darunavir/ritonavir ; S24, 48, 96 : semaines 







Tableau des principaux essais cliniques évaluant l’efficacité de l’ATV. 
Etude 





Patients naïfs de traitement 
Etude 138 Patients naïfs en 
trithérapie, 
ATV/r contre LPV/r  
ATV/r 300/100 mg 
LPV/r 800/200 mg 
(en deux prises) 




ATV sans RTV 
pendant 48 
semaines après une 
période de 26-30 
semaines avec ATV/r 
ATV/r 300/100 mg 
Suivi d’ATV 400 mg 
dans un bras, 
poursuite RTV dans 
l’autre bras 
Non infériorité virologique à 
S48. 
Moins d’arrêts pour effets 
indésirables (ictère surtout) 
dans le bras sans RTV. 
Patients pré-traités 
Etude 045 Patients pré-traités 
en trithérapie, 
ATV/r contre LPV/r  
ATV/r 300/100 mg 
LPV/r 800/200 mg 
(en deux prises) 
Non infériorité de l’ATV à S48, 
96 
Pédiatrie 
Etude AI424-020 Enfants 3 mois – 21 
ans ; naïfs ou 
prétraités 
ATV/r 300/100 mg 
A partir de 6 ans 
Données d’efficacité proches 
des résultats dans les essais 
chez les adultes (81% CV<50 
copies/mL naïfs). Indication 
possible uniquement pour un 
âge>6 ans 
Stratégies d’allègement thérapeutique – Bithérapie 
AtLaS 
Etude pilote 





3TC 300 mg 
Non infériorité efficacité 
Améliorations bilans 
biologiques (bilirubine libre, 
lipides) mais augmentation du 
nombre de lithiases 
SALT 
Essais randomisé 
ATV/r + 3TC contre 
trithérapie avec ATV 
ATV/ritonavir 
300/100 mg 
3TC 300 mg 
Non infériorité efficacité 
Stratégies d’allègement thérapeutique – Monothérapie 
MODAt ATV/r contre 
trithérapie avec ATV 
ATV/ritonavir 
300/100 mg 
Taux élevé d’échec virologique 
Tableau 14Annexe 1-1: principaux résultats des essais cliniques évaluant l’efficacité immuno-virologique et l’innocuité des 
stratégies thérapeutiques reposant sur l’Atazanavir. CV : charge virale ; ATV/r : Atazanavir/ritonavir ; S24, 48, 96 : semaines 














Modification de la substance 
associée 


















Rilpivirine Inchangé Augmenté 
Raltegravir Inchangé Diminué ATV : augmenté ; DRV : inchangé 
Elvitegravir (avec 
cobicistat) 
Augmenté Augmenté si utilisation avec RTV (CI). 
Dolutegravir Inchangé ATV : augmenté; DRV : diminué 
Maraviroc Inchangé Augmenté 
Daclatasvir Inchangé Augmenté 




Ne pas combiner deux fois le RTV 
Augmenté 
Grazoprevir/Elbasvir Inchangé Inchangé Augmenté (CI) 
Velpatasvir Augmenté Inchangé ATV : augmenté ; DRV : diminué 
Rifampicine Diminué (CI relative) Inchangé 
Rifabutine Inchangé Augmenté 
Augmenté : Rifabutine, 
Moxifloxacine avec Atazanavir 
Voriconazole Augmenté Diminué ? 
ATV : variable (fonction statut 2C19) 
DRV : Diminué 
Posaconazole Augmente Augmenté Inchangé 
Itraconazole Inchangé ? Augmenté ? 
Fluconazole Inchangé Inchangé 
Echinocandines Inchangé ? Inchangé ? 
Inchangé ? 













Diminiution Sulfonylurée (sauf 
Glibenclamide augmentation) 








Pravastatine sauf avec DRV où 
augmenté) 
Antihypertenseurs Inchangé 
Augmentés : inhibiteurs calciques (CI 
Lecardipine) 
Anticoagulants Inchangé 
Augmentation –Xaban (CI) 
Diminution effet AVK 
Antiagrégants Inchangé 
Augmentation Ticagrelor (CI) 
Diminution : 
Clopidogrel, Dipyridamole 




Augmentés (CI : Inhalés sauf 
Béclométasone, Triamcinolone) 
Opioïdes Inchangé Augmentation 
Antidépresseurs 
Inchangé 





(CI: Quétiapine; Pimozide) 
Diminution Olanzapine, Asénapine 
Anxiolytiques Inchangé Augmenté 
Anticancéreux Inchangé Augmentés : ITK, dérivés alcaloïdes. 
Contraceptifs oraux Inchangé 
Augmenté (sauf estrogènes et 
Noréthindrone diminués) 
Stupéfiants Inchangé Augmentés 
Tableau 15Annexe 1-1 : tableau des interactions impliquant les inhibiteurs de protéase. Les variations d’expositions sont 
celles de concentrations totales. CI : contre-indiqué ; ATV : atazanavir ; RTV : ritonavir ; DRV : darunavir ; ITK : inhibiteurs de 







B. Articles et résumés 
1. Première partie : étude de la forme libre par dialyse à l’équilibre, 
associée à une méthode de chromatographie liquide couplée à spectromètre 
de masse. 
 
Annexe 2 – 1: Article, accepté dans Clinica Chimica Acta, de l’étude visant à déterminer la forme libre 
du DTG par une méthode combinant la dialyse à l’équilibre et de la chromatographie liquide couplée 
à de la spectrométrie de masse. 
Clinica Chimica Acta - Original article 
Determination of dolutegravir's unbound fraction in human plasma using validated 
equilibrium dialysis and LC-MS/MS methods. 
David Metsu a,b; Thomas Lanot a;  François Fraissinet a; Mélanie Picot a; Didier Concordet c; 
Marion Cabrol a; Frédérique Dubois-Galopin d; Etienne Chatelut b,e; Pierre Delobel f,g,; Peggy 
Gandia *a,c 
a. Department of Pharmacokinetic and Toxicology, Toulouse University Hospital, France 
b. INSERM, CRCT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
c. INRA, Toxalim, INP-ENVT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
d. Laboratory of Hematology, Toulouse University Hospital, France 
e. Institut Claudius-Regaud, IUCT-Oncopole, Toulouse, France 
f. INSERM, UMR1043, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
































































Annexe 2 – 2: résumé de l’étude visant à déterminer la forme libre du DRV par une méthode 
combinant la dialyse à l’équilibre et de la chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de 
masse. La rédaction de l’article est en cours de finalisation et sera soumis dans le journal 
Translational Research. 
Translational Research  
Determination of Darunavir's unbound fraction in human plasma using 
validated equilibrium dialysis and LC-MS/MS methods 
David Metsu a,b; Thomas Lanot a;  François Fraissinet a; Mélanie Picot a; Didier Concordet c; 
Pierre Louis Toutainc ; Marion Cabrol a; Etienne Chatelut b,d; Pierre Delobel e,f,; Peggy Gandia 
*a,c 
a. Department of Pharmacokinetic and Toxicology, Toulouse University Hospital, France 
b. INSERM, CRCT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
c. UMR 1436 INTHERES, INRA/ENVT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
d. Institut Claudius-Regaud, IUCT-Oncopole, Toulouse, France 
e. INSERM, UMR1043, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 







Résumé de l’article: 
Currently, Darunavir (DRV) therapeutic drug monitoring (TDM) is based on total concentrations (Ct). 
However, some patients could experiment virological failure despite effective Ct, as observed during 
DRV monotherapy. The unbound concentration (Cu) is considered as the pharmacologically active part 
of the drug and could improve DRV TDM. Equilibrium dialysis (ED) is the gold standard method in 
order to determine the unbound form of a drug. The aim of the study was to evaluate (i) DRV unbound 
form by ED, (ii) the pre-analytical parameters that could influence fu results and (iii) fu’s between 
subject variability in HIV patients. Validation of the LC-MS/MS method followed FDA guidelines. 
The results, based on coefficients of variation (results from nominal concentrations< 15%), allowed 
accurate determination of Cu and Ct. Equilibrium during ED was obtained within 4 h. Sparse non-
specific binding (10.3%) was observed, allowing results interpretation without interference. Pre-
analytical phases (e.g., storage conservation, freeze/thaw cycles) did not influence fu results. 
Anticoagulants from samples (citrated versus heparinized; p=0.06 for low concentrations) and 
hemolysis (p=0.47) did not disturb DRV binding equilibrium to plasma protein. Developed method 
was then performed to the HIV-patients' plasma (n =135). Results, expressed as median InterQuartile 
Range [25%;75%] were 4.7% IQR [3.7%, 6.2%] for fu, 129 μg/L IQR [67; 211] for Cu, and 2675μg/L 
IQR [1578; 3675]for Ct. The high inter-individual variability observed in the unbound form from HIV 








Annexe 2 – 3: résumé de l’étude visant à déterminer la forme libre de l’ATV par une méthode 
combinant la dialyse à l’équilibre et de la chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de 
masse. La rédaction de l’article est en cours de finalisation et sera soumis dans le journal Biochemia 
Medica. 
Biochemia Medica 
Determination of Atazanavir's unbound fraction in human plasma using validated equilibrium 
dialysis and LC-MS/MS methods. 
David Metsu a,b; Thomas Lanot a;  François Fraissinet a; Mélanie Picot a; Didier Concordet c; Marion 
Cabrol a; Frédérique Dubois-Galopin d; Etienne Chatelut b,e; Pierre Delobel f,g,; Peggy Gandia *a,c 
a. Department of Pharmacokinetic and Toxicology, Toulouse University Hospital, France 
b. INSERM, CRCT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
c. INRA, Toxalim, INP-ENVT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
d. Laboratory of Hematology, Toulouse University Hospital, France 
e. Institut Claudius-Regaud, IUCT-Oncopole, Toulouse, France 
f. INSERM, UMR1043, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 







Résumé de l’article: 
Assessment of the unbound pharmacologically active fraction (fu; as the ratio of unbound to total 
concentration) of Atazanavir (ATV) could improve therapeutic drug monitoring (TDM) in patients that 
experience virological failure or toxicity, despite receiving adequate total concentrations. This study 
evaluated (i) ATV’s fu through equilibrium dialysis (ED), (ii) the pre-analytical parameters that 
influence fu, and (iii) fu's inter-individual variability in HIV patients. Validation of the LC-MS/MS 
method followed FDA guidelines. The results, based on coefficients of variation (results from nominal 
concentrations <15%), allowed accurate measurement of unbound and total ATV concentrations. 
Equilibrium during ED was obtained in 4h. Sparse non-specific binding (8.2%) was observed, allowing 
results interpretation without interference. Steps before analysis (e.g., conservation at +4°C, 
freeze/thaw cycles) did not influence fu, allowing easy integration of fu analysis within laboratory 
routines. Anticoagulants from samples (citrated versus heparinized; p=0.134) and hemolysis 
(p=0.155) influenced fu and could lead to misinterpretation. Developed was then performed to the 
HIV-patients' plasma (n=39). Results, expressed as median InterQuartileRange[25%;75%] were 7.2% 
IQR[5.3;8.4] for fu, 54 μg/L IQR[30;105] for unbound, and 796 μg/L IQR[392;1350] for total 
concentration. The high inter-individual variability observed in the unbound form from HIV patients 







2. Deuxième partie : développement de l’étude de la forme libre par 
ultrafiltration et de la contre-validation face à la dialyse à l’équilibre 
 
Annexe 2 – 4: proof de l’article soumis dans Scientific Reports de l’étude visant à déterminer les 
conditions d’ultrafiltration assurant des résultats de fraction libre du DTG similaires à ceux de la 
méthode de référence, la dialyse à l’équilibre à 37°C.  
Scientific Reports 
Dolutegravir unbound fraction exploration through ultrafiltration and 
equilibrium dialysis: a call to standardise unbound exploration. 
David Metsu 1,2; Thomas Lanot 1;  François Fraissinet 1; Didier Concordet 3; Véronique 
Gayrard 4; Manon Averseng 1; Alice Ressault 1; Etienne Chatelut 2,5; Pierre Delobel 6,7; Peggy 
Gandia *1,3 
1. Department of Pharmacokinetics and Toxicology, Toulouse University Hospital, France 
2. INSERM, CRCT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
3. INTHERES, INRA, ENVT, Toulouse University, France. 
4. Toxalim, Toulouse University, INRA, ENVT, Toulouse, France. 
5. Institut Claudius-Regaud, IUCT-Oncopole, Toulouse, France 
6. INSERM, UMR1043, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 








































































Annexe 2 – 5: résumé de l’étude sur le DRV visant à déterminer les conditions d’ultrafiltration 
assurant des résultats de fraction libre similaires à ceux de la méthode de référence, la dialyse à 
l’équilibre à 37°C. L’article sur cette thématique doit encore être écrit. 
 
Résumé: 
Darunavir therapeutic drug monitoring (TDM) could be improved by determining the unbound 
concentration, especially in patients experiencing virological failure with suitable total plasma 
concentration. Equilibrium dialysis (ED) is the gold standard method used to determine the unbound 
form of a drug, but the prolonged duration of the procedure precludes its use in clinical practice. On 
the contrary, ultrafiltration is applicable to TDM, but is sensitive to analytical conditions. In order to 
evaluate unbound concentration through ultrafiltration, conditions and analysis validation were 
compared to ED. Unbound and total concentrations were measured using a LC-MS/MS method. 
Three ultrafiltration factors (temperature, speed and duration of ultrafiltration) were explored and 
compared to ED (25/37°C), using a design of experiment strategy. Applying ANOVA and Dunnett’s 
test, temperature did not modify DRV binding equilibrium for both ED (p=0.116) and UF (p=0.107). 
However, higher centrifugation speed (2000g) disturbed independtly DRV binding equilibrium and 
led to higher unbound fraction results (p=0,004), compared to low speed centrifugation (1000 g). 
Difference in unbound fraction results, based on centrifugation speed, was not associated to 
significant differences in ultrafiltrate volume (p=0,074). The duration of centrifugation did not modify 
DRV unbound fraction (p=0,316). Based on this data, ultrafiltration conditions were set at 37°C, 
1000g for 20 minutes. Ultrafiltration results depended on analytical conditions, confirming the need 







Annexe 2 – 6 : résumé de l’étude sur le ATV visant à déterminer les conditions d’ultrafiltration 
assurant des résultats de fraction libre similaires à ceux de la méthode de référence, la dialyse à 
l’équilibre à 37°C. L’article traitant de cette thématique doit encore être écrit. 
 
Résumé: 
Atazanavir therapeutic drug monitoring (TDM) could be improved by determining the unbound 
concentration, especially in patients experiencing virological failure despite suitable total plasma 
concentration. Equilibrium dialysis (ED) is the gold standard method used to determine the unbound 
form of a drug, but the prolonged duration of the procedure precludes its use in clinical practice. On 
the contrary, ultrafiltration is applicable to TDM, but is sensitive to analytical conditions. In order to 
evaluate unbound concentration through ultrafiltration, conditions and analysis validation were 
compared to ED. Unbound and total concentrations were measured using a LC-MS/MS method. 
Three ultrafiltration factors (temperature, speed and duration of ultrafiltration) were explored and 
compared to ED (25/37°C), using a design of experiment strategy. Applying ANOVA and Dunnett’s 
test, temperature influenced ATV-protein binding with ED (fu results were 10.5% and 15.1% at 37°C 
and 25°C, respectively; p<10-3). Moreover, none of the UF conditions provided results consistent with 
ED at 37°C (regardless UF conditions, fu results were all below 7%, compared to 10.5% with ED at 
37°C; p<10-3). Ultrafiltration conditions were still set at 37°C, 1000g for 20 minutes, to ensure the 








3. Troisième partie : détermination in vitro des interactions portant sur les 
sites de liaison. 
 
Annexe 2 – 7: résumé de l’étude de la compétition portant sur les sites de liaison aux protéines 
plasmatiques entre le DTG et d’autres antirétrovirau fortement liés aux protéines plasmatiques. 
L’article traitant cette thématique doit encore être écrit. 
 
Résumé: 
The binding of substances to plasma proteins depends on two parameters, binding affinity 
(expressed as dissociation constant, Kd) and the number of binding sites (expressed as Bmax). 
Between subjects variability of these binding parameters has not yet been explored and could lead to 
a desynchronization between unbound and total concentrations. The purpose of the study was to 
investigate the binding of DTG when antiretrovirals highly bound to plasma protein-binding are 
added. The study was conduct using an equilibrium dialysis device. Antiretroviral to combine with 
DTG were selected according to two criteria: (i) the antiretroviral is currently used in therapeutic 
strategies in association with DTG and (ii) is expected to compete with DTG plasma protein binding 
sites. Four antiretrovirals were selected: rilpivirine, darunavir, atazanavir and etravirine. Regardless 
the antiretroviral added, DTG was systematically removed from its plasma protein binding sites 
(p<10-3). It can be concluded that association with these antiretrovirals may result in 






Annexe 2 – 8: résumé de l’étude de la compétition portant sur les sites de liaison aux protéines 
plasmatiques entre le DRV et d’autres antirétrovirau fortement liés aux protéines plasmatiques. 
L’article traitant cette thématique doit encore être écrit. 
 
Résumé: 
The binding of substances to plasma proteins depends on two parameters, binding affinity 
(expressed as dissociation constant, Kd) and the number of binding sites (expressed as Bmax). 
Between subjects variability of these binding parameters has not yet been explored and could lead to 
a desynchronization between unbound and total concentrations. The purpose of the study was to 
investigate the binding of DRV when antiretrovirals highly bound to plasma protein-binding are 
added. The study was conduct using an equilibrium dialysis device. Antiretroviral to combine with 
DRV were selected according to two criteria: (i) the antiretroviral is currently used in therapeutic 
strategies in association with DRV and (ii) is expected to compete with DRV plasma protein binding 
sites. Three antiretrovirals were selected: etravirine, dolutegravir, raltegravir. Regardless the 
antiretroviral added, DRV was never removed from its plasma protein binding sites (p>0.05). It can be 
concluded that association with these antiretrovirals may not result in desynchronization between 








Annexe 2 – 9: résumé de l’étude de la compétition portant sur les sites de liaison aux protéines 
plasmatiques entre le ATV et d’autres antirétrovirau fortement liés aux protéines plasmatiques. 
L’article traitant cette thématique doit encore être écrit. 
 
Résumé: 
The binding of substances to plasma proteins depends on two parameters, binding affinity 
(expressed as dissociation constant, Kd) and the number of binding sites (expressed as Bmax). 
Between subjects variability of these binding parameters has not yet been explored and could lead to 
a desynchronization between unbound and total concentrations. The purpose of the study was to 
investigate the binding of ATV when antiretrovirals highly bound to plasma protein-binding are 
added. The study was conduct using an equilibrium dialysis device. Antiretroviral to combine with 
ATV were selected according to two criteria: (i) the antiretroviral is currently used in therapeutic 
strategies in association with ATV and (ii) is expected to compete with ATV plasma protein binding 
sites. Four antiretrovirals were selected: etravirine, dolutegravir, raltegravir. Regardless the 
antiretroviral added, ATV was never removed from its plasma protein binding sites (p>0.05). It can be 
concluded that association with these antiretrovirals may not result in desynchronization between 







4. Quatrième partie : intérêts de la forme libre dans le suivi thérapeutique 
pharmacologique des antirétroviraux chez des patients VIH 
 
Annexe 2-10 Article accepté dans Journal of Antimicrobial Chemotherapy. Le travail portait 
sur l’intérêt de l’étude de la forme libre pour l’atazanavir et le darunavir chez les patientes 
VIH enceinte. 
Journal of Antimicrobial Chemotherapy – Leading article 
Antiretroviral unbound concentration during pregnancy: piece of interest in the puzzle?  
Running title: Antiretroviral therapeutic drug monitoring during pregnancy 
Metsu D.1,2 ; Toutain P.L. 3 ; Chatelut E. 2,4 ; Delobel P.5,6 ; Gandia P*1,3. 
Adresses : 
1 Laboratoire de Pharmacocinétique et de Toxicologie, CHU Toulouse, France ; 2 CRCT, Université de 
Toulouse, Inserm, UPS, Toulouse, France; 3 Toxalim, Université de Toulouse, INRA, INP-ENVT, 
Toulouse, France, 4 Institut Claudius-Regaud, IUCT-Oncopole, Toulouse 5 Service des Maladies 
Infectieuses et Tropicales, CHU Toulouse, France ; 6 INSERM, UMR1043, Toulouse, France 
*Address for correspondence and reprint requests to Dr Peggy Gandia, Laboratoire de 
Pharmacocinétique et Toxicologie, Centre Hospitalo-Universitaire Purpan, 330 avenue de Grande-




























ClH = fu x Clu    Eq.1 
and assuming ClH = Cltotal 13,14 
AUCtotal = Dose / fu x Clu  Eq. 3 
Where AUCtotal is the area under the curve for total plasma concentration over the dosing interval, τ, 
Dose is the maintenance dosa and Clu is the unbound clearance corresponding to the intrinsic 
metabolic capacities of hepatocytes.17 Thus the average total (measured) plasma concentration is: 
Ct = AUCtotal / τ   Eq. 4 
Similarly 
AUCunbound = Dose / Clu  Eq. 5 
And, Cu, the average unbound plasma concentration, in a steady-state condition is:  
 Cu= AUCunbound / τ  Eq. 6 
Where AUCunbound is the area under the curve for unbound plasma concentration over dosing interval, 
τ, where 'Dose' is the maintenance dosage.  
Thus, Eq.2 is extrapolated to the unbound trough concentration to explain the absence of 
modification to Cu if Clu  remains unchanged. 
Cu = Dose / Clu x τ  Eq.2 
Inspection of eqs. 5 and 6 shows that Clu, is the only factor that drives Cu (Eq. 2), and that Clu can 






Annexe 2-11 Article accepté dans Fundamental and Clinical Pharmacolgy portant sur l’étude 
de la fraction libre de l’atazanavir chez des patients VIH. 
 
 
Title: Is the unbound concentration of Atazanavir of interest in Therapeutic Drug Monitoring? 
Running title: Exploration of Atazanavir unbound concentration. 
 
David Metsu (PharmD) a,b, Patrick Seraissol (Biomedical Engineer) a, Pierre Delobel (MD, PhD)c, 
Christel Cinq-Frais (PharmD) 
d
, Lize Cuzin (MD) 
e
, Jacques Izopet (MD, PhD) 
f
, Etienne Chatelut 
(PharmD,PhD) b, Peggy Gandia (PharmD, PhD) a,b 
 
a Laboratoire de Pharmacocinétique et de Toxicologie, CHU Toulouse, France 
b CRCT, Université de Toulouse, Inserm, UPS, Toulouse, France 
c Service des Maladies Infectieuses et Tropicales, CHU Toulouse, France 
d Laboratoire de Biochimie, CHU Toulouse, France  
e COREVIH Midi-Pyrénées-Limousin, Toulouse, France 


































































5. Cinquième partie : Etude (i) des relations entre les concentrations libres 
et totales de DRV chez des patients VIH par une approche de 
pharmacocinétique de population et (ii) de l’exposition du DRV dans le 
compartiment liquide cérébro-spinal par des simulations de Monte-Carlo. 
 
 
Annexe 2-12 Article portant sur le travail de modélisation, combinant les concentrations 
libres et totales, en fin de rédaction, dont la soumission est prévue dans le Journal of 
Antimicrobial Chemotherapy. 
Journal of Antimicrobial Chemotherapy – Original article 
 
Darunavir unbound concentrations in plasma is the relevant concentration to predict darunavir 
efficacy in subject of different body mass index. 
Running title: 
Darunavir unbound concentration: A way to explain virological failure during monotherapy?  
 
Metsu D1,2, Woillard JB3,4, Concordet D5, Toutain PL5,8, Seraissol P1, Debord J3, Marquet P3,4, Chatelut 
E2, Delobel P6,7, Gandia P*1,5. 
1. Department of Pharmacokinetic and Toxicology, University Hospital of Toulouse, France 
2. INSERM, CRCT, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 
3. Department of Pharmacology, Toxicology and Pharmacovigilance, University Hospital of Limoges, France 
4. INSERM, UMR 850, University of Limoges, France 
5. INTHERES, INRA, ENVT, Université de Toulouse, France 
6. Department of Infectious Diseases, University Hospital of Toulouse, France 
7. INSERM, UMR1043, Toulouse University, UPS, Toulouse, France 









Résumé de l’article: 
Background: Commonly used in combination antiretroviral therapy, darunavir (DRV) is a highly bound drug to 
plasma protein. The unbound DRV plasma concentration (Cu) is the driving concentration controlling 
pharmacological effects. We tested the hypothesis than Cu could be more relevant than the total DRV plasma 
concentration (Ct) to monitor DRV regimen, especially in the context of a monotherapy. 
Methods: A non-parametric (Pmetrics® R-package) population pharmacokinetic model was developed to 
analyse simultaneously the dispostion of paired measured Cu and Ct of 67 samples from 57 HIV patients. Based 
on developed model and on the cerebrospinal fluid (CSF)/plasma unbound concentration published ratio, Monte 
Carlo simulations were performed to predict patients Cu,CSF. The targeted DRV exposures were the Cu,CSF above 
the DRV IC50 and IC90, to get 100% of the time above HIV wild type inhibitory concentration 50 (IC50) of 0.7 
nM or 90 (IC90) of 4nM in the CSF during 12h or 24h (according to dosage regimen). 
Results: A one-compartment model, with first order elimination described adequately the Cu and Ct disposition. 
Body-mass index (BMI) improved the likelihood through an influence on DRV intrinsic clearance and 
dissociation constant of DRV for plasma protein. Probability of target attainments of Cu,CSF above selected IC50 
or IC90 , respectively, ranged between 84.0-99.7% and 28.5-99.1% for DRV in CSF, depending on BMI, DRV 
dosing regimen and the selected Cu, CSF/plasma ratio. 
Conclusion: Our population model showed that Cu provided more information than Ct alone on DRV 
pharmacokinetics. Moreover, most of patients with high BMI appear to get insufficient Cu,CSF to achieve 
effectiveness target (above IC50 or IC90 during the whole interdose). Undergoing DRV monotherapy, that sub-










Le suivi thérapeutique pharmacologique des antirétroviraux du VIH est actuellement basé sur le suivi des 
concentrations totales. Des relations entre les concentrations totales des antirétroviraux et leur efficacité ont 
été mises en évidence dans plusieurs études. Cependant, certains échecs virologiques ne sont pas expliqués par 
la concentration totale. Il existe donc un intérêt à rechercher un autre marqueur d’exposition pour expliquer 
ces situations d’échec virologique. 
La concentration libre, non liée aux protéines plasmatiques, est considérée comme la forme 
pharmacologiquement active. Elle est capable de diffuser dans les tissus et de traverser les membranes des 
cellules pour exercer une activité pharmacologique. Le dolutegravir, le darunavir et l’atazanavir sont fortement 
liés (supérieur à 85%) aux protéines plasmatiques. Ainsi, seule une faible proportion de concentration libre est 
disponible pour exercer une activité pharmacodynamique. Il est donc possible qu’une variabilité de la 
concentration libre, non perçue avec la concentration totale, puisse expliquer une différence d’efficacité entre 
des patients présentant des concentrations totales identiques. A ce jour, peu d’études ont explorées la forme 
libre des antirétroviraux, aussi bien d’un point de vue technique que d’un point de vue pharmacocinétique. 
Ainsi, les objectifs de l’étude de la forme libre des trois antirétroviraux ont été construits en quatre étapes 
successives :  
(i) valider une méthode de séparation de la forme libre de la forme liée et une méthode de dosage assurant 
une évaluation fiable des concentrations libres et totales 
(ii) comparer les techniques de dialyse à l’équilibre et d’ultrafiltration, en déterminant les conditions 
analytiques garantissant des résultats comparables entre les deux techniques 
(iii) étudier les caractéristiques des liaisons des antirétroviraux aux protéines plasmatique 
(iv) étudier les relations entre les concentrations libres et totales en DRV chez les patients VIH par une méthode 
de pharmacocinétique de population 
Nous avons d’abord exploré les étapes pré-analytiques susceptibles d’interférer sur la liaison antirétroviral-
protéine par dialyse à l’équilibre. Ainsi, nous avons démontré que les liaisons des antirétroviraux aux protéines 
plasmatiques n’étaient pas sensibles aux conditions pré-analytiques (Metsu et al Clinica Chimica Acta 2018). 
Nous avons ensuite établit les conditions d’ultrafiltration assurant des résultats identiques à ceux de la dialyse 
à l’équilibre. Dans cette seconde partie, nous avons pu démontrer que les facteurs d’ultrafiltration peuvent 
considérablement modifier les résultats d’ultrafiltration (Metsu et al soumis dans Scientific Reports). 
Nous avons également exploré les facteurs de variabilité de la liaison protéique (Metsu et al IWCPAT 2017). Ce 
travail a ainsi révélé une sensibilité du dolutegravir aux interactions de compétition sur la liaison protéique 
avec d’autres substances fortement liées à l’albumine. Les liaisons du darunavir et de l’atazanavir n’étaient pas 
impactées par les interactions. A partir de données forme libre de la littérature et de variations des 
concentrations en protéines plasmatiques, nous avons proposé des recommandations posologiques pour 
l’atazanavir et le darunavir chez les femmes enceintes (Metsu et al Journal of Antimicrobial Chemotherapy 
2017). 
Des travaux de pharmacocinétique de population, combinant les mesures de concentrations libres et totales 
chez des patients VIH, ont ensuite été menés. Le premier modèle a été construit à partir des données du 
darunavir. Dans ce travail, un IMC élevé s’est révélé être une covariable explicative majeure dans la 
pharmacocinétique du darunavir, en expliquant une variabilité inter-individuelle de la clairance intrinsèque et 
de la constante de dissociation (Metsu et al IWCPAT 2018). A partir de ce modèle et de données de la 
littérature, nous avons montré, avec des simulations de Monte-Carlo que les patients à IMC élevé avaient une 








HIV antiretroviral therapeutic drug monitoring is currently based on total concentrations. Relationships 
between total concentration and efficacy have been reported in several studies. However, some virological 
failures are still not explained by total concentrations. Therefore, there is an interest to identify an alternative 
exposure marker in order to explain these virological failures.  
The unbound concentration is considered as the pharmacologically active form. The unbound form is able to 
diffuse into tissues and cross cell membranes to exert its pharmacological activity. Dolutegravir, darunavir and 
atazanavir are highly bound (over 85%) to plasma proteins. Thus, only a small amount of unbound antiretroviral 
is available to perform the pharmacodynamic activity. Therefore, it can be assume that a slight variability in the 
unbound concentration, not perceived by total concentrations measurement, may explain a difference in 
efficacy between patients with similar total concentrations. To date, few studies have explored the unbound 
form of antiretrovirals, either from a technical or pharmacokinetic point of view. 
Thus, the objectives of this study were designed to be achieved in four successive steps: 
(i) Validate a method to isolate the unbound from the bound form and to quantify accurately unbound and 
total concentrations 
(ii) Compare equilibrium dialysis and ultrafiltration techniques, and identify ultrafiltration conditions that 
ensure comparable results between the two methods, 
(iii) Investigate the properties of antiretroviral binding to plasma protein, 
(iv) Explore the relationships between unbound and total concentrations of DRV in HIV patients using a 
population pharmacokinetic method. 
First, we explored the pre-analytical processes that could interfere with antiretroviral protein binding with 
equilibrium dialysis. As a result, we observed that antiretrovirals binding to plasma protein were globaly not 
sensitive to pre-analytical conditions (Metsu et al Clinica Chimica Acta 2018). 
Then, we established the ultrafiltration conditions ensuring identical results to those achieved by equilibrium 
dialysis at 37°C. In this second part, we stressed that ultrafiltration conditions may considerably alter 
ultrafiltration results (Metsu et al submit in Scientific Report). 
We also explored the factors of variability on antiretroviral binding to plasma protein. In this study, we 
established that dolutegravir binding can be affected by other substances highly bound to albumin (Metsu et al 
IWCPAT 2017). Based on results from plasma protein concentrations and unbound concentrations results from 
published studies, we proposed dosing recommendations for atazanavir and darunavir in pregnant women. 
A population pharmacokinetic study was then conducted using paired unbound and total DRV concentrations 
measured in HIV patients’ samples. In this study, high BMI was found to be a covariable of interest to explain 
unbound low exposure by increased intrinsic clearance. Moreover, lower dissociation constant results were 
observed from patients with high BMI (Metsu et al IWCPAT 2018). Then, based on Monte-Carlo simulations and 
data from the literature, we showed that patients with high BMI had lower unbound darunavir exposure in 
cerebrospinal fluid, compared to other patients. 
 
